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La continua aparición de cepas bacterianas resistentes a muchos de los 
antibióticos conocidos, así como las escasas perspectivas de introducción de 
nuevos compuestos bactericidas, se está convirtiendo en uno de los principales 
problemas con los que se enfrenta la sanidad a nivel mundial (Frechette, 2007). 
Hay ejemplos de bacterias resistentes a casi cualquier compuesto 
antibacteriano del mercado. Esta situación está incentivada por el, en muchos 
casos, mal uso de los antibióticos en clínica y también por el uso indiscriminado 
que se ha hecho de estos compuestos en la ganadería intensiva y en la 
agricultura. Este mal uso ha promovido la supervivencia de bacterias 
resistentes y además, ha impactado en otras bacterias inocuas originando el 
desarrollo de cepas resistentes en estas especies (Walsh, 2000). 
La importancia de esta situación se ha puesto de manifiesto en un estudio 
reciente en el que se ha mostrado que bacterias procedentes de diversas 
muestras de suelo eran intrínsecamente resistentes a múltiples antibióticos 
naturales y sintéticos (D’Costa et al., 2006). De las 480 bacterias analizadas, 
todas resultaron ser resistentes a antibióticos, incluyendo productos naturales, 
derivados semisintéticos de éstos y compuestos sintéticos. Este estudio pone 
de relieve una gran y desconocida reserva de factores de resistencia que 
podrían ser transferidos a patógenos humanos. 
La prevalencia de patógenos resistentes a antibióticos disponibles continua 
creciendo anualmente. En Estados Unidos, dos millones de pacientes 
adquieren cada año una infección durante su permanencia en el hospital y 
aproximadamente 90.000 de estos pacientes mueren como resultado de la 
infección (“Infectious Diseases Society of America” (IDSA), 2004), ya que más 
del 70% de los patógenos que ocasionan estas infecciones nosocomiales son 
resistentes a los fármacos utilizados comúnmente. 
Los informes de la IDSA reflejan una disminución en los últimos 20 años en 
el número de antimicrobianos aprobados por la “Food and Drug Administration” 
(FDA), con sólo 10 antibióticos aceptados desde 1998 (Figura 1.1). Esto refleja 
la dificultad de desarrollar nuevos agentes y que la mayoría de programas de 
desarrollo de nuevos antibióticos de las principales compañías farmacéuticas 
finalizaron en la pasada década (Norrby et al., 2005). En la actualidad, la 
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empresa farmacéutica americana tiene menos de 30 antibacterianos en 
desarrollo clínico, siendo la mayoría versiones de compuestos ya conocidos 
(IDSA, 2004; PhRMA Survey, 2004). 
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Figura 1.1. Antibióticos aprobados durante 1983-2007. Modificado de Spellberg et al., 
2004 y Fox, 2006. 
 
Sin embargo, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos tipos de 
antibióticos o revitalizar aquellos ya existentes (Tan et al., 2000). Una de las 
estrategias que se pueden emplear para solucionar el problema de la 
resistencia, es el desarrollo de nuevos compuestos antibacterianos que inhiban 
dianas bioquímicas de la bacteria desconocidas anteriormente. Pero mientras 
el descubrimiento de nuevos inhibidores y dianas es un objetivo abordable, el 
desarrollo con éxito de nuevos agentes antibacterianos ha resultado ser 
tremendamente difícil (Payne et al., 2007). 
Otra opción para combatir el problema de la resistencia es la “terapia 
combinada”. La combinación de dos antibióticos, o antibióticos junto con 
adyuvantes se está convirtiendo en una aproximación terapéutica prometedora 
(Cottarel y Wierzbowski, 2007). 
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Aspectos generales y clasificación de los antibióticos. 
 
En 1942 Selman A. Waksman introduce el término antibiótico, del griego 
anti (contra) y bios (vida), definiéndolo como “aquellas sustancias químicas 
producidas por microorganismos que, a bajas concentraciones, inhiben el 
desarrollo o destruyen la vida de otros microorganismos”. Esta definición, que 
hace referencia a los antibióticos naturales como la penicilina, se amplió para 
incluir moléculas con actividad similar obtenidas por síntesis química como las 
sulfamidas, o semisintéticas como la ampicilina. Los antibióticos pueden actuar 
matando a las bacterias (bactericidas), o inhibiendo su crecimiento y 
multiplicación (bacteriostáticos). 
Al descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1929, le siguió 
el descubrimiento y uso clínico de las sulfonamidas en la década de los 30 
(Conly y Johnston, 2005). Durante la década de los 40 los antibióticos β-
lactámicos revolucionaron la medicina, y se convirtieron en el factor más 
importante para aumentar la esperanza de vida en la población mundial (Bax et 
al., 2000). Eran considerados “fármacos milagrosos”, ya que eliminaban las 
bacterias sin ocasionar un daño excesivo a las células eucariotas del individuo 
tratado. 
Los antibióticos se clasifican habitualmente según su diana y su mecanismo 
de acción, dividiéndose en tres grandes grupos (Walsh, 2000; Wong y Ritter, 
2001): 
 
a) Aquellos que interfieren en la biosíntesis de la pared celular. 
b) Los que alteran la síntesis proteica bacteriana. 
c) Los que perturban la replicación y reparación del ADN bacteriano. 
 
a) Antibióticos que interfieren en la biosíntesis de la pared celular. 
 
La pared celular proporciona a la envuelta bacteriana la rigidez necesaria 
para sobrevivir en ambientes hipotónicos, además de conferir a la bacteria su 
forma característica. Está compuesta por una serie de polisacáridos y de 
polipéptidos que forman el peptidoglicano o mureína. Debido a la importancia 
de la pared celular para la viabilidad de la bacteria y a que no existe su 
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homólogo en células eucariotas, los antibióticos que desestabilizan su 
integridad se han utilizado en clínica durante décadas. Entre ellos destacan los 
β-lactámicos penicilinas y cefalosporinas (Figura 1.2a), cuya diana de acción es 
un enzima con actividad transpeptidasa que se encarga de alargar la cadena 
de peptidoglicano (Spratt y Cromie, 1988) (Figura 1.2b). Como resultado de la 
acción del antibiótico, la capa de peptidoglicano se vuelve más débil y 
susceptible a lisis frente a cambios de la presión osmótica. Además de las 
penicilinas y cefalosporinas, la vancomicina (perteneciente al grupo de los 
antibióticos de tipo glicopeptídico) actúa sobre la pared celular secuestrando 
los péptidos que ejercen como sustratos de enzimas transpeptidasas y 
transglicosilasas (Williams, 1996) (Figura 1.2b), por lo que el ensamblaje del 
peptidoglicano es defectuoso. La acción combinada de β-lactámicos y 
vancomicina produce un efecto sinérgico, ya que ambos actúan sobre pasos 
consecutivos (enzima y sustrato). 
 
 
Figura 1.2. a) Estructura química de la penicilina G. b) Esquema del mecanismo de 
acción de antibióticos que interfieren en la biosíntesis de la pared celular. Las 
unidades de peptidoglicano se representan como hexágonos (N-acetilglucosamina y 
ácido N-acetil-murámico). Las cadenas de péptidos se representan de color azul 
oscuro. Modificado de Walsh, 2003. 
 
b) Antibióticos que alteran la síntesis proteica. 
 
La maquinaria traduccional procariota es la diana de la mayoría de 
antibióticos. Probablemente esto sea debido a la complejidad del ribosoma, que 
lo hace vulnerable en muchos aspectos, además de ser lo suficientemente 
distinto de su análogo eucariota. Los antibióticos que actúan a este nivel son 
los macrólidos, las tetraciclinas (Figura 1.3a) y los aminoglicósidos (Figura 
1.3b). Los macrólidos estimulan la disociación del peptidil-ARNt del ribosoma 
Vancomicina 
Penicilinas
Cefalosporinas 
H
N
O N
O
S
OH
O
a) b)
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durante la translocación, por lo que la cadena polipeptídica naciente deja de 
elongarse prematuramente (Hansen et al., 1999), las tetraciclinas se unen a la 
subunidad 30S del ribosoma bacteriano bloqueando la fijación del aminoacil-
ARNt al sitio aceptor del complejo formado por el ARNm y la subunidad 50S del 
ribosoma, mientras que la unión de los aminoglicósidos al ribosoma provoca la 
incorporación de aminoácidos incorrectos en la cadena polipeptídica naciente, 
dando lugar a proteínas erróneas que se acumulan en la célula, induciendo la 
muerte de la bacteria (Fourmy et al., 1996). 
 
Figura 1.3. a) Estructura química de la tetraciclina. b) Esquema del mecanismo de 
acción de antibióticos que afectan a la síntesis proteica. Modificado de Walsh, 2003. 
 
c) Antibióticos que interfieren en la replicación y reparación del ADN. 
 
Las fluoroquinolonas (Figura 1.4a) son antibióticos sintéticos cuya diana de 
acción es la ADN-girasa (Shen et al., 1989). Este enzima es una topoisomerasa 
de tipo II que actúa durante la replicación del ADN para reducir la tensión 
molecular causada por el superenrollamiento (Figura 1.4b). La ADN-girasa 
produce cortes en la doble cadena y después los une. La acción de este tipo de 
antibióticos impide que el enzima vuelva a ligar las cadenas de ADN cortadas, 
acumulándose cortes en el ADN y dando lugar a la muerte celular. 
 
50S 
30S 
Proteína 
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NH2
OH OHO O O
OH
H H
N
OH
MeMe
a) b) 
Introducción 
20 
 
Figura 1.4. a) Estructura química de la ciprofloxacina, una fluoroquinolona. b) 
Mecanismo de acción de antibióticos que alteran la replicación del ARN y ADN. 
Modificado de Walsh, 2003. 
 
Aparte de los tres grandes grupos anteriormente citados, existen otros tipos 
de antibióticos con diferentes dianas de acción, como las sulfonamidas que 
actúan inhibiendo el metabolismo del ácido fólico, la rifampicina que inhibe al 
enzima ARN-polimerasa suprimiendo la síntesis de ARNm (Figura 1.4b) y las 
polimixinas que alteran la integridad de la membrana celular. 
De entre todos los grupos de antibióticos, los aminoglicósidos se 
encuentran entre aquellos de amplio espectro más usados en clínica a lo largo 
de varias décadas, y actúan frente a infecciones producidas por bacterias 
Gram-positivas y Gram-negativas. La mayoría de los aminoglicósidos son 
bactericidas, tienen una farmacocinética predecible, y al actuar en sinergia con 
otros antibióticos les hace altamente valiosos en tratamientos anti-infecciosos 
(Kotra et al., 2000). 
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Antibióticos aminoglicósidos. 
 
• Origen y antecedentes históricos. 
 
Los aminoglicósidos se aislaron por primera vez de muestras de suelo a 
partir de diversas especies de Micromonospora y Streptomyces (Greenwood, 
1995). Se postula que estos compuestos se originaron como intermedios de 
algunas rutas biosintéticas de la bacteria. 
La estreptomicina fue el primer aminoglicósido descubierto por Waksman y 
colaboradores en 1944 a partir de un cribado sistemático de sobrenadantes de 
cultivos bacterianos buscando actividad inhibitoria frente a Mycobacterium 
tuberculosis (Schatz y Wasksman, 1944). Esta molécula resultó ser el primer 
agente efectivo en el tratamiento de la tuberculosis y, después de la penicilina, 
el segundo compuesto de esta clase empleado en terapia. Pero sólo unos años 
más tarde, tras la introducción de este nuevo agente en quimioterapia 
antibacteriana humana, comenzaron a aparecer microorganismos resistentes a 
estreptomicina. 
El siguiente aminoglicósido descubierto fue la neomicina, hallada en 
paralelo por los grupos de Waksman y Umezawa en 1949 (Umezawa et al., 
1948; Umezawa et al., 1949; Waksman y Lechavelier, 1949). La neomicina se 
ha usado específicamente como aplicación tópica debido a su pobre 
biodisponibilidad oral y penetración celular, además de presentar una alta 
nefro- y ototoxicidad. 
La paromomicina se descubrió en 1956, pero no era lo suficientemente 
potente como para darle un uso sistémico. La situación cambió en 1957 con el 
descubrimiento de la kanamicina por parte del grupo de Umezawa (Umezawa 
et al., 1957). Este aminoglicósido, producido por Streptomyces kanamyceticus, 
resultó ser un antibiótico bien tolerado por vía parenteral a pesar de no ser 
completamente inocuo, y se ha usado ampliamente en infecciones causadas 
por bacterias resistentes, incluyendo aquellas resistentes a estreptomicina. Sin 
embargo, debido a su uso extendido, en 1965 comenzaron a aparecer las 
primeras cepas resistentes. 
La gentamicina aislada de Micromonospora en 1963 por Weinstein y 
colaboradores, constituyó un avance significativo en el tratamiento de 
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infecciones causadas por bacterias Gram-negativas, siendo muy activa frente a 
éstas, y muy bien tolerada (Weinstein et al., 1967). 
El éxito en clínica de la gentamicina, propició la búsqueda de antibióticos 
similares, como la tobramicina, sisomicina, lividomicina, ribostamicina y 
verdomicina durante el periodo de 1968 a 1972. De todos ellos, sólo la 
tobramicina y la sisomicina se han usado en terapia clínica. Poseen un 
espectro de acción similar al de la gentamicina, resultando incluso más activos 
frente a algunas cepas bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa. 
Los antibióticos semisintéticos amikacina (derivado de la kanamicina), 
dibekacina (derivado de la kanamicina B), isepamicina (derivado de la 
gentamicina B) y netilmicina (derivado de la sisomicina) se introdujeron durante 
la década de los 70 para tratar de evitar los problemas de resistencia 
bacteriana originados por el uso de los correspondientes antibióticos naturales 
(Mitscher, 2002). La arbekacina, un derivado de la kanamicina B utilizado en 
Japón desde 1990, es el aminoglicósido más reciente introducido en clínica 
(Kondo y Hotta, 1999). 
 
• Estructura. 
 
Los aminoglicósidos poseen un esqueleto estructural consistente en un 
anillo aminociclitol saturado con sustituciones de tipo hidroxilo y amino. Este 
anillo aminociclitol está conectado a través de enlaces glicosídicos a varios 
aminoazúcares. En la mayoría de los aminoglicósidos usados en clínica, la 
molécula de aminociclitol se trata de la 2-desoxiestreptamina, que puede estar 
disustituida en las posiciones relativas 4,5 (como por ejemplo en la neomicina, 
paromomicina y ribostamicina), o en 4,6 (kanamicina, tobramicina y 
gentamicina, entre otros) (Figura 1.5). En la nomenclatura actual, el anillo I 
(generalmente un anillo de glucosamina común a la mayoría de 
aminoglicósidos) es el que está unido a la posición 4 de la 2-
desoxiestreptamina, que se nombra como anillo II, y el anillo III es el otro 
aminoazúcar unido a la posición 5 o 6 del anillo II. El anillo IV se corresponde 
con cualquier anillo adicional unido al anillo III (Magnet y Blanchard, 2005). 
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Figura 1.5. Estructura química de antibióticos aminoglicósidos. El anillo de 2-
desoxiestreptamina se muestra en rojo. a) Aminoglicósidos 4,6-disustituidos. b) 
Aminoglicósidos 4,5-disustituidos. 
O
R3
HO
R2
R1
NH2
NHR4
O
HOO
O
H2N
HO
OH
OH
4
6
I 
III 
II 
 R1 R2 R3 R4 
Kanamicina A    NH2 OH OH H 
Kanamicina B NH2 OH NH2 H 
Tobramicina NH2 H NH2 H 
O
O
O
O
H2N
HO
R2
R1
NH2
NHR3
OH
OO
O OH
HOOHHO
HO
HO
H2N
NH2O
4
5
IV 
V 
I 
III 
II 
Neomicina B 
Paromomicina 
Lividomicina A 
Neamina 
Ribostamicina 
 R1 R2 R3 
Neamina    NH2 OH H 
Ribostamicina NH2 OH H 
Neomicina B NH2 OH H 
Paromomicina OH OH H 
Lividomicina A OH H H 
a) 
b) 
Introducción 
24 
Sin embargo, algunos aminoglicósidos no presentan la estructura general 
anteriormente descrita. Por ejemplo, la estreptomicina posee un anillo de 
estreptidina como aminociclitol central y la espectinomicina presenta un anillo 
aminociclitol de actinamina (Figura 1.6). 
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Figura 1.6. a) Estructura química de la estreptomicina. b) Estructura química de la 
espectinomicina. El anillo de estreptidina y actinamina se muestra en rojo 
respectivamente. 
 
La estructura de los aminoglicósidos es fundamental a la hora de entender 
sus propiedades químicas. Son compuestos básicos, altamente polares y 
cargados positivamente. Son muy solubles en agua y relativamente insolubles 
en lípidos. Su naturaleza catiónica contribuye a su actividad antibacteriana. 
Debido a su carga positiva, son capaces de unirse al lipopolisacárido cargado 
negativamente de la pared bacteriana de especies Gram-negativas y a una 
variedad de moléculas aniónicas intracelulares y de la membrana celular, como 
el ADN, ARN y fosfolípidos. Sin embargo, su carga positiva a pH fisiológico 
también contribuye a su toxicidad (ototoxicidad, nefrotoxicidad y bloqueo 
neuromuscular). Los aminoglicósidos son compuestos metabolicamente 
estables que son eliminados inalterados en orina (Jana y Deb, 2006). 
 
• Mecanismo de acción. 
 
La actividad bactericida de los antibióticos aminoglicósidos se debe a la 
unión al ribosoma bacteriano, ocasionando la síntesis de proteínas erróneas 
que se acumulan en la membrana celular, produciendo una alteración en su 
integridad y, en último término, la muerte celular (Gale et al., 1981). Pero a 
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pesar del gran progreso que se ha realizado en los últimos años en elucidar los 
detalles de la interacción de los antibióticos aminoglicósidos con el ribosoma y 
su consecuente influencia en la maquinaria traduccional, existen aún muchos 
aspectos desconocidos de la interacción del aminoglicósido y la célula 
bacteriana. 
 
- Entrada al interior celular. 
 
Se ha propuesto que los antibióticos aminoglicósidos penetran en bacterias 
aerobias en varios pasos consecutivos (Hancock, 1984; Davis, 1987; Taber et 
al., 1987): 
En primer lugar, los antibióticos aminoglicósidos se unen 
electrostaticamente a residuos cargados negativamente de la membrana 
externa bacteriana. En el caso de bacterias Gram-negativas, se unen a 
fosfolípidos y lipopolisacáridos y en el de Gram-positivas, a fosfolípidos y 
ácidos teicoicos (Taber et al., 1987). Este proceso es pasivo, es decir, no-
dependiente de energía (Hancock et al., 1991). Se cree que la unión de los 
aminoglicósidos da lugar a un desplazamiento de los iones Mg2+ y Ca2+ que 
unen las moléculas de lipopolisacárido adyacentes, ocasionando un daño en la 
membrana externa y aumentando su permeabilidad (Hancock, 1984; Martin y 
Beveridge, 1986). Los antibióticos aminoglicósidos difunden a través de 
canales de porina presentes en la membrana externa y entran en el espacio 
periplásmico. Para que se de el transporte a través de la membrana 
citoplasmática se requiere energía procedente de la cadena de transporte de 
electrones en un proceso dependiente de oxígeno, por lo que a esta fase se le 
ha denominado Fase Dependiente de Energía I (FDE-I). Esto explicaría el por 
qué microorganismos deficientes en sistemas de transporte de electrones, 
como los anaerobios, son resistentes a los antibióticos aminoglicósidos (Bryan 
et al., 1979). Durante la FDE-I, sólo una cantidad baja de antibiótico atraviesa 
la membrana citoplasmática (Bryan y van den Elzen, 1977; Damper y Epstein, 
1981). La unión de los aminoglicósidos al ribosoma —como detallaremos más 
adelante— da lugar a fallos en el proceso de traducción del ARNm, 
produciendo proteínas aberrantes. Algunas de estas proteínas son 
incorporadas en la membrana citoplasmática, dando lugar a la pérdida de su 
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integridad. Este suceso desencadena una serie de acontecimientos que se 
denominan Fase Dependiente de Energía II (FDE-II) (Bryan y Kwan, 1983). En 
ella, más cantidad de antibiótico aminoglicósido es transportado a través de la 
membrana plasmática dañada. Como consecuencia, el antibiótico se acumula 
rápidamente en el citoplasma saturando los ribosomas y provocando la muerte 
celular (Mingeot-Leclercq et al., 1999). 
 
- Unión al ribosoma. 
 
La diana biológica concreta de los antibióticos aminoglicósidos se localiza 
en el denominado sitio A (sitio de unión del aminoacil-ARNt) de la subunidad 
ribosómica 16S (Moazed y Noller, 1987) (Figura 1.7). Esta región del ribosoma 
juega un papel fundamental en el proceso de traducción (Cunningham et al., 
1992; Cunningham et al., 1993). 
 
 
Figura 1.7. Síntesis de proteínas en el ribosoma y lugar de unión de los antibióticos 
aminoglicósidos. Modificado de Ritter y Wong, 2001. 
 
Durante la traducción, el ARNm forma un par codón-anticodón con el 
aminoacil ARNt portador del aminoácido a incorporar en la cadena polipeptídica 
naciente. El ARNm y el ARNt interaccionan formando una mini-hélice de tres 
pares de bases con apareamiento tipo Watson-Crick. Como es lógico, aquellos 
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pares codón-anticodón que no presenten la complementariedad adecuada 
darán lugar a un complejo significativamente menos estable que aquellos que 
presenten una complementariedad total, lo que contribuye a la fidelidad del 
proceso de traducción. Sin embargo, este mecanismo por si sólo, no es capaz 
de garantizar una fidelidad suficiente. De hecho, si la fidelidad del proceso de 
traducción se apoyase exclusivamente en criterios energéticos como el 
anteriormente expuesto (es decir, en la diferencia de estabilidad entre los pares 
codón-anticodón correctos y los incorrectos), la tasa de errores introducidos en 
la traducción sería muy superior a la observada experimentalmente. Existen, 
por lo tanto, mecanismos adicionales para asegurar la correcta traducción de la 
información contenida en el ARNm. El sitio A forma parte del mecanismo 
fundamental de verificación de errores del ribosoma y tiene, como principal 
función, evitar la introducción de aminoácidos incorrectos en la cadena 
polipeptídica naciente. 
Davies y colaboradores fueron los primeros en sugerir que la estreptomicina 
podría interferir en la biosíntesis de proteínas, al interaccionar con el complejo 
ribosoma-ARNm, alterando el proceso de traducción (Davies et al., 1964). 
Estudios posteriores pusieron de manifiesto que los antibióticos 
aminoglicósidos alteran la síntesis proteica al inducir fallos en la lectura del 
codón e inhibiendo la translocación (Davies et al., 1965; Davies y Davis, 1968). 
Unos veinte años más tarde, Moazed y Noller mostraron que la neomicina y 
aminoglicósidos relacionados se unían a secuencias conservadas 
filogenéticamente del ARNr 16S, que forma parte de los sitios de unión 
aminoacil-ARNt (sitio A) y peptidil-ARNt (sitio P) en la subunidad ribosomal 30S 
(Moazed y Noller, 1986; Moazed y Noller, 1987). También se llevaron a cabo 
experimentos de modificación química en el ribosoma que indicaban que los 
aminoglicósidos de la clase de la neomicina protegen los nucleótidos del sitio A 
de la reacción con sondas químicas (Moazed y Noller, 1990; Woodcock et al., 
1991). 
En 1996 se describió la estructura en disolución correspondiente al 
complejo entre el sitio A y la paromomicina (Fourmy et al., 1996). 
Posteriormente, en el año 1998 se determinó la estructura del complejo entre la 
misma diana del ARN y la gentamicina (Yoshizawa et al., 1998). En el año 
2000, se resolvieron con métodos de difracción de rayos-X dos estructuras 
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cristalográficas de la subunidad ribosomal 30S del microorganismo Thermus 
thermophilus a una resolución de 3.3 Å y 3 Å respectivamente (Schluenzen et 
al., 2000; Winberly et al., 2000), y otra procedente del microorganismo 
Haloarcula marismortui a una resolución de 2.4 Å (Ban et al., 2000). Así mismo, 
se resolvió la estructura de la subunidad 30S en complejo con los antibióticos 
estreptomicina, paromomicina y espectinomicina (Carter et al., 2000). Todos 
estos estudios junto con las estructuras conocidas de los constituyentes del 
ribosoma obtenidas por resonancia magnética nuclear (Fourmy et al., 1998a; 
Fourmy et al., 1998b; Yoshizawa et al., 2002), ofrecen una información muy 
valiosa del proceso de traducción y de los mecanismos moleculares de acción, 
incluyendo las características de afinidad y especificidad de la interacción 
aminoglicósido-ribosoma bacteriano. En los últimos años, otros complejos 
aminoglicósido-sitio A han sido descritos mediante difracción de rayos-X, 
proporcionando por primera vez, comprensión a nivel estructural de cómo 
ejerce su acción esta familia de antibióticos (Francois et al., 2005; Vicens y 
Westhof, 2003a; Vicens y Westhof, 2003b). 
La región clave del sitio A, en lo referente a la acción biológica de los 
aminoglicósidos, se localiza entre los nucleótidos en posiciones 1400-1410 y 
1490-1500. Esta porción de ARN está constituida por un giro interno asimétrico, 
flanqueado por dos porciones de doble hélice, denominadas tallo superior e 
inferior (Vicens y Westhof, 2003b) (Figura 1.8). Las adeninas 1492 y 1493, 
localizadas en el giro interno, juegan un papel fundamental en el proceso de 
verificación de errores (Moazed y Noller, 1990; Noller, 1991; Purohit y Stern, 
1994; Yoshizawa et al., 1999). Estos residuos se encuentran inicialmente en el 
interior de la doble hélice de ARN. Sin embargo, en presencia de un par codón-
anticodón correcto, el sitio A experimenta un cambio conformacional 
significativo en el que los residuos A1492 y A1493 se orientan fuera de la doble 
hélice e interaccionan con el surco menor del par codón-anticodón (Doherty et 
al., 2000; Nissen et al., 2001; Ogle et al., 2001) (Figura 1.8). Este cambio 
conformacional estabiliza el complejo y permite que el proceso de traducción 
siga su curso (Pape et al., 2000; Rodnina y Wintermeyer, 2001; Stahl et al., 
2002). 
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Figura 1.8. Representación esquemática del sitio-A en estado libre y en presencia de 
un par codón-anticodón. Los residuos de adenina localizados en las posiciones 1492 y 
1493 interaccionan con el surco menor de la mini hélice de tres pares de bases 
constituida por el par codón-anticodón. 
 
Por el contrario, si el par codón-anticodón no tiene la complementariedad 
correcta, su interacción con los residuos de adenina previamente mencionados 
sería defectuosa. Por lo tanto, el cambio conformacional en el sitio A no se 
produciría y el aminoácido que porta el ARNt no se incorpora en el polipéptido 
naciente. 
Los estudios estructurales realizados hasta la fecha demuestran que los 
antibióticos aminoglicósidos se unen al sitio A induciendo en éste un cambio 
conformacional análogo al observado en presencia de un par codón-anticodón 
correcto. Así, el antibiótico se inserta en el surco mayor del ARN desplazando 
los residuos A1492 y A1493, que quedan expuestos en la zona exterior de la 
hélice (Figura 1.9). 
 
Figura 1.9. La unión de la paromomicina en el sitio A desplaza los residuos A1492 y 
A1493 hacia el exterior de la hélice. Modificado de Hainrichson et al., 2007. 
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Como consecuencia de la interacción con el antibiótico, el ARN adopta una 
conformación de alta afinidad por el complejo codón-anticodón. Esto disminuye 
su capacidad de discriminar los pares codón-anticodón correctos de los 
incorrectos lo que afecta a la fidelidad del proceso de traducción (Pape et al., 
2000; Rodnina et al., 2002). 
A pesar de las diferencias estructurales, las distintas familias de 
aminoglicósidos conservan rasgos comunes en su interacción con el ARN 
(Vicens y Westhof, 2001; Vicens y Westhof, 2002; Vicens y Westhof, 2003a). 
Así, tanto en aminoglicósidos que poseen una unidad de 2-desoxiestreptamina 
sustituida en las posiciones 4 y 5 (paromomicina, neomicina, ribostamicina, 
etc.), como en aquellos en los que las sustituciones son en 4 y 6 (kanamicina, 
tobramicina, gentamicina, etc.), los anillos I y II adoptan una posición similar en 
el surco mayor, dando lugar a interacciones prácticamente idénticas con el 
ARN (Figura 1.10). 
 
Figura 1.10. a) Representación esquemática de la disposición de la paromomicina en 
el centro de reconocimiento del sitio A. Los anillos III y IV interaccionan con el tallo 
inferior del ARN. b) Representación esquemática de la disposición de la gentamicina 
en el centro de reconocimiento del sitio A. El anillo III interacciona con el tallo superior 
del ARN. 
 
5’ 
C
C 
U
G
G 
U 
C G 
A A 
A 
C
A
C
C G 
G 
U 
G 
I
II
III
5’ 3’
C 
C
U 
G
G
U
C G
A A
A
C 
A 
C 
C G
G
U
G
I
II 
III 
IV 
TALLO INFERIOR
O 
O 
OH
NH2
H2 NR
R
O
HO
O NH2 
H2NR
R
2-desoxiestreptamina 
4,5 disustituida
2-desoxiestreptamina 
4,6 disustituida 
a) b) 
LOOP INTERNO 
TALLO SUPERIOR
3’ 
 Introducción  
31 
Si bien diversos estudios han establecido que los anillos I y II constituyen el 
fragmento mínimo de antibiótico necesario para obtener una unión específica al 
sitio A (Fourmy et al., 1996), la estabilidad de los complejos, así como la 
especificidad de la interacción, se ve incrementada, en gran medida por la 
presencia de los anillos III y IV, en el caso de la paromomicina y neomicina 
(Figura 1.10a) y del anillo III, en el caso de la gentamicina y kanamicina (Figura 
1.10b). 
El efecto más significativo de esta inserción del anillo I en el surco mayor 
del ARN es el desplazamiento, hacia el surco menor, de los residuos A1492 y 
A1493, que quedan totalmente expuestos hacia el exterior de la hélice. Tal 
como se ha mencionado anteriormente, en este cambio conformacional está el 
origen de la actividad antibiótica. 
 
• Mecanismos de resistencia a antibióticos aminoglicósidos. 
 
A lo largo de millones de años, las cepas bacterianas han estado 
desarrollando una batalla en su ambiente, produciendo compuestos específicos 
y tóxicos para otras bacterias. Sin embargo, estos compuestos no son tóxicos 
para la bacteria que los origina. Esto se debe a que han desarrollado en 
paralelo mecanismos de defensa, tal como la producción de enzimas que 
desactivan estos compuestos. Así, la bacteria que produce toxinas y es inmune 
a sus efectos, posee una ventaja evolutiva frente a los otros microorganismos 
de su entorno (Smith y Baker, 2002). En respuesta a este hecho, estos 
organismos han ido incorporando a lo largo del tiempo algunos de los genes 
que codifican para dichos enzimas en sus genomas, por lo que ellos también 
adquieren la ventaja de desactivar los compuestos de otras bacterias. Este 
proceso está facilitado por el hecho de que los genes que codifican para estos 
enzimas se encuentran fundamentalmente en plásmidos y transposones 
(Arthur y Courvalin, 1993; Davies, 1994). 
Los aminoglicósidos fueron de los primeros grupos de antibióticos a los que 
se desarrolló resistencia (Wright, 1999). Existen tres mecanismos que confieren 
resistencia frente a antibióticos aminoglicósidos (Vakulenko y Mobashery, 
2003; Magnet y Blanchard, 2005; Wright, 2005) (Figura 1.11): 
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a) Disminución de la concentración intracelular de aminoglicósido. 
b) Modificación de la diana ribosomal. 
c) Modificación enzimática del aminoglicósido. 
 
 
Figura 1.11. Mecanismos de resistencia a antibióticos aminoglicósidos: A) 
Disminución de la concentración intracelular de antibiótico; B) Modificación de la diana 
biológica; C) Modificación enzimática del antibiótico. Modificado de Ritter y Wong, 
2001. 
 
Cabe destacar que para el caso de ciertos aminoglicósidos, algunas cepas 
bacterianas ponen en funcionamiento más de un mecanismo de resistencia a la 
vez. 
 
a) Disminución de la concentración intracelular de aminoglicósido. 
 
La concentración de aminoglicósido puede disminuir en el interior celular 
debido a la reducción del paso de compuesto al interior, a la activación de un 
transportador que lo elimine, o a la acción de ambos (Hatch y Schiller, 1998). 
La eliminación de antibiótico dependiente de energía es una de las mayores 
causas de resistencia. Esto se manifiesta, sobre todo, en los patógenos 
oportunistas y multirresistentes que ocasionan infecciones nosocomiales, y que 
han de desarrollarse en un medio en el que existe una presencia constante de 
antibiótico. El transportador bacteriano que elimina el antibiótico es 
dependiente de energía y, tal como hemos mencionado anteriormente, las 
bacterias anaerobias son intrínsecamente resistentes a los aminoglicósidos. 
Además, mutantes de la cadena respiratoria o cepas que poseen mutantes 
funcionales de ATP-sintasas, exhiben una susceptibilidad menor a los 
aminoglicósidos (Millar et al., 1980; Taber et al., 1987). Las especies 
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bacterianas que expresan constitutivamente estos transportadores son 
intrínsecamente resistentes a niveles bajos de diferentes antibióticos. 
Mutaciones en los genes que codifican para estos transportadores o la 
inducción de su expresión en presencia de sustrato, puede dar lugar a la sobre-
expresión del gen constitutivo, o silenciado, del transportador (Aires et al., 
1999; Masuda et al., 2000). Se pensaba que estos transportadores eran 
específicos de compuestos hidrofóbicos o anfipáticos, y que los 
aminoglicósidos no estarían afectados por este mecanismo de resistencia. Sin 
embargo, en los últimos años se ha comprobado que los aminoglicósidos son 
sustratos de varios transportadores, incluyendo miembros de las cinco 
superfamilias de transportadores bacterianos (Putman et al., 2000). 
Cambios en los componentes de membrana involucrados en la unión 
electrostática inicial del aminoglicósido, se han asociado al aumento en los 
niveles de resistencia, especialmente en el caso de Pseudomonas aeruginosa 
(Bryan et al., 1984). El alginato extracelular producido por las cepas mucoides 
de P. aeruginosa, causa la disminución de la entrada y del efecto bactericida 
inicial del antibiótico, por lo que se ha propuesto que este alginato polianiónico 
viscoso podría funcionar como una barrera física al compuesto (Hatch y 
Schiller, 1998). 
 
b) Modificación de la diana ribosomal. 
 
- Metilación del ARNr 16S. 
 
Muchos microorganismos productores de aminoglicósidos expresan ARNr-
metilasas capaces de modificar el ARNr 16S en posiciones fundamentales para 
la unión del antibiótico, con el fin de sobrevivir a la acción de los compuestos 
que ellas mismas originan (Cundliffe, 1989). Las correspondientes ARNr-
metiltransferasas constituyen la familia de las metiltransferasas que confieren 
resistencia a antibióticos aminoglicósidos, y se han caracterizado algunas de 
ellas. La ARNr-metiltransferasa KamA de Streptomyces tenjimariensis y la 
KamB de Streptomyces tenebrarius catalizan la modificación de la adenina en 
posición 1408, que confiere resistencia a kanamicina, tobramicina, sisomicina y 
apramicina (Skeggs et al., 1985; Cundliffe, 1989). La ARNr-metiltransferasa 
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GmrA, del productor de gentamicina Micromonospora purpurea, y la KgmB de 
S. tenebrarius, catalizan la modificación de la guanina 1405, confiriendo 
resistencia a las desoxiestreptaminas 4,6-disustituidas (Thompson et al., 1985; 
Cundliffe, 1989; Doi et al., 2004). Presumiblemente, la metilación de estos 
nucleótidos inhibe los contactos intermoleculares que realizan con el 
antibiótico. 
Hasta hace unos años, se pensaba que los genes que codifican para las 
metiltransferasas del ARNr 16S eran exclusivos de los microorganismos 
productores de aminoglicósidos. Sin embargo, tres trabajos de los años 2003 y 
2004 describen la caracterización de genes similares en muestras clínicas 
aisladas de patógenos humanos Gram-negativos (Galimand et al., 2003; 
Yokoyama et al., 2003; Doi et al., 2004). Los enzimas para los que codifican, 
confieren resistencia a la mayoría de aminoglicósidos usados en clínica, y 
poseen una gran similitud de secuencia primaria con las metilasas del ARNr 
16S de cepas de Actinomycete, lo que sugiere una posible transferencia génica 
desde el microorganismo productor a los patógenos Gram-negativos. Debido a 
que estas metilasas pueden modificar cualquier copia de ARNr 16S y conferir 
un nivel alto de resistencia a casi cualquier compuesto, la aparición de este 
mecanismo de resistencia en patógenos humanos es un grave problema a 
tener en cuenta, sobre todo considerando que estos genes pueden ser 
diseminados fácilmente. 
 
- Mutaciones en el ribosoma. 
 
La resistencia a antibióticos aminoglicósidos debida a la mutación de la 
diana ribosomal es sólo relevante en clínica en el caso de la estreptomicina y 
Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium es el único género de eubacterias 
con especies que poseen una única copia del operón ribosomal. Esto implica 
que una sola mutación puede dar lugar a la producción de una población 
homogénea de ribosomas mutados, y por lo tanto desarrollar resistencia (Meier 
et al., 1994). 
Las mutaciones en genes que codifican para proteínas ribosomales pueden 
también alterar la actividad de los aminoglicósidos. Destacan las mutaciones en 
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la proteína S12, que confiere resistencia a la estreptomicina en M. tuberculosis 
y en otras especies (Yamane et al., 2005). 
 
c) Modificación enzimática del aminoglicósido. 
 
Es el mecanismo más importante de resistencia a aminoglicósidos (Shaw et 
al., 1993; Hotta et al., 1996; Hayashi et al., 1997) ya que es el más 
comúnmente encontrado en muestras clínicas de bacterias Gram-negativas y 
Gram-positivas (Vakulenko y Mobashery., 2003). El antibiótico aminoglicósido 
modificado covalentemente por el enzima posee menor afinidad por el sitio A 
del ribosoma, y por lo tanto no se llega a desencadenar la Fase Dependiente 
de Energía II, permitiendo a la bacteria sobrevivir en presencia del antibiótico 
(Llano-Sotelo et al., 2002). 
Muchos de los enzimas modificadores de antibióticos aminoglicósidos 
(EMAs) están codificados en plásmidos y transposones, y la transferencia 
génica horizontal por conjugación es un fenómeno que se da de forma muy 
habitual (Mingeot-Leclercq et al., 1999; Vakulenko et al., 2003; Zarrilli et al., 
2005). Este intercambio de plásmidos y la diseminación de transposones 
facilitan la adquisición rápida del fenotipo resistente no sólo dentro de una 
especie bacteriana, sino entre una gran variedad de ellas. 
Existen tres familias de EMAs: las aminoglicósido N-acetiltransferasas 
(AACs), las aminoglicósido O-fosfotransferasas (APHs) y las aminoglicósido O-
adeniltransferasas (ANTs) (Figura 1.12). Así mismo, se ha detectado en los 
últimos años la aparición de enzimas bifuncionales que combinan dos 
actividades, ampliando el espectro de resistencia. La reacción que catalizan los 
EMAs es normalmente regioselectiva, y el nivel de resistencia que confiere 
cada una de ellas difiere significativamente entre microorganismos y cepas, y 
depende de varios factores, como la cantidad de enzima producido, su eficacia 
catalítica y el tipo de aminoglicósido. 
 
Introducción 
36 
 
Figura 1.12. Sitios de modificación de la kanamicina B y la estreptomicina por varios 
enzimas modificadores de antibióticos aminoglicósidos. Las flechas indican el sitio 
exacto de cada modificación. 
 
Cada una de estas familias se divide en clases según el sitio de 
modificación, el cual viene indicado entre paréntesis en la Figura 1.12. Además 
se subdividen en tipos, designado por números romanos, que especifican el 
patrón de resistencia que confieren. Por último, los enzimas de una misma 
clase y tipo que producen un mismo fenotipo pero están codificadas por genes 
diferentes, están designados con una letra en minúscula (Shaw et al., 1993). 
Por ejemplo, los enzimas AAC(6’)-I, AAC(6’)-Ia, AAC(6’)-Ib, AAC(6’)-Ic, etc., 
son aminoglicósido N-acetiltransferasas que modifican el antibiótico en posición 
6’ y que producen el mismo fenotipo (inactivación de tobramicina, amikacina, 
netilmicina, kanamicina y dibekacina) pero que están codificadas por genes 
diferentes. 
 
 
c.1.) N-acetiltransferasas. 
 
Es la familia más extensa de las tres, con aproximadamente 48 secuencias 
identificadas hasta la fecha que codifican para AACs y con cuatro enzimas 
cuyas estructuras tridimensionales han sido resueltas. 
Estos enzimas catalizan la N-acetilación de un grupo amino presente en el 
aminoglicósido, utilizando acetil-CoA como donador del grupo acilo (Figura 
1.13). 
O
O
H2N
NH2
HOHO H2N
O
O
HO NH2
HO
OH
NH2
OH
AAC(6’) 
AAC(3) 
AAC(1)
AAC(2’) 
ANT(4’) 
ANT(2’’)
APH(2’’)
O
O
NH
OH
OH
H3C
OH
CHO
HN
H2N NH
HO
O
HO
HO
HO
NHCH3
O
NHH2N
ANT(6) 
APH(3’’)ANT(3’’)
Kanamicina B Estreptomicina 
APH(3’) 
APH(6) 
 Introducción  
37 
O
NH2
HO
HO
OH
O
O
NH2HO
H2N
O
OH
NH2
OH
OH
O
NH
HO
HO
OH
O
O
NH2HO
H2N
O
OH
NH2
OH
OH
H3C
O
AAC(6')
AcCoA CoASH
 
Figura 1.13. Reacción catalizada por las N-acetiltransferasas. La reacción que se 
muestra es la catalizada por la AAC(6’) sobre la posición 6’ de la kanamicina A. 
 
En algunos casos, estos enzimas son capaces de acetilar un grupo hidroxilo 
del aminoglicósido. Hasta la fecha, en esta familia se han descrito enzimas que 
acetilan los grupos amino en posición 2’ y 6’ del anillo I (glucosamina) y 
enzimas que acetilan los grupos amino en posición 1 y 3 del anillo II (2-
desoxiestreptamina). 
 
- AACs que actúan sobre el anillo I del antibiótico aminoglicósido: 
 
a) AAC(2’). 
Se han descrito cinco AACs que catalizan la N-acetilación del grupo amino 
en posición 2’. Todas ellas se encuentran codificadas en el cromosoma 
bacteriano. 
La primera que se identificó fue la AAC(2’)-Ia de Providencia stuartii (Rather 
et al., 1993). En cepas nativas, la expresión del gen aac(2’)-Ia es muy baja y no 
es suficiente como para conferir resistencia a antibióticos aminoglicósidos. Sin 
embargo, mutaciones en dicho gen dan lugar a niveles alterados de O-
acetilación en el peptidoglicano, lo que sugiere que esta acetilación podría ser 
una función fisiológica del enzima (Payie et al., 1995). Los otros miembros de la 
clase AAC(2’) se han identificado en especies del género Mycobacterium, como 
M. fortuitum, M. smegmatis y M. tuberculosis. Los correspondientes enzimas 
poseen entre un 60-70% de identidad de secuencia entre ellas, y sólo un 30-
40% de identidad con la AAC(2’)-Ia de P. stuartii. 
La AAC(2’)- Ic de M. tuberculosis presenta una especificidad amplia de 
sustrato, e incluso se ha detectado actividad acetiltransferasa con sustratos 
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como la kanamicina A y la amikacina, que poseen un grupo hidroxilo en 
posición 2’ (Hedge et al., 2001). Estudios cinéticos con diferentes sustratos, 
sugieren un mecanismo cinético secuencial ordenado en el que el acetil-CoA 
se une primero al enzima, seguido del aminoglicósido (Figura 1.14). 
 
 
Figura 1.14. Esquema del mecanismo cinético secuencial ordenado de la AAC(2’)-Ic 
de M. tuberculosis. La línea horizontal representa la reacción que sucede de izquierda 
a derecha. E=Enzima; A=Acetil-CoA; B=Aminoglicósido; P=Aminoglicósido acetilado; 
Q=CoA. 
 
Recientemente se ha descrito la estructura tridimensional del enzima 
asociado a CoA y a tres aminoglicósidos diferentes: tobramicina (número de 
acceso del PDB: 1M4D) kanamicina A (número de acceso del PDB: 1M4I) y 
ribostamicina (número de acceso del PDB: 1M4G) (Vetting et al., 2002) (Figura 
1.15). 
 
Figura 1.15. Estructura tridimensional de la AAC(2’) de M. tuberculosis en complejo 
con CoA y ribostamicina. Número de acceso del PDB: 1M4G. 
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A pesar de que no tiene homología de secuencia con otras N-
acetiltransferasas, el plegamiento del monómero es prácticamente idéntico al 
de la AAC(3) de Serratia marcescens y al de la AAC(6’)-Ii de Enterococcus 
faecium. 
 
b) AAC(6’). 
En los datos estructurales de aminoglicósidos unidos a la subunidad 
ribosomal 30S, se comprobó que el grupo amino en posición 6’ juega un 
importante papel en la unión a la diana ribosomal y por lo tanto, en la actividad 
antibacteriana del aminoglicósido (Fourmy et al., 1996; Fourmy et al., 1998a; 
Carter et al., 2000; Wimberly et al., 2000). Así, no es sorprendente que este 
sustituyente sea la diana de acción de una de las clases más numerosas de 
EMAs, la AAC(6’), que incluye más de 25 miembros. El patrón de resistencia 
más común asociado a la producción de estos enzimas incluye la mayoría de 
aminoglicósidos usados en clínica. De entre todos los tipos, dos enzimas se 
han estudiado extensivamente: la AAC(6’)-Ii de Enterococcus faecium y la 
AAC(6’)- Iy de Salmonella enterica, ambas codificadas en el cromosoma 
bacteriano. 
La AAC(6’)-Ii de E. faecium posee una amplia especificidad de sustrato para 
donadores de grupo acilo y para aminoglicósidos que contengan un grupo 
amino en posición 6’ (Wright y Ladak, 1997). Los estudios cinéticos y de 
inhibición indican que el enzima sigue un mecanismo cinético secuencial 
ordenado, en el que el acetil-CoA se une primero y el CoA es el último en ser 
liberado (Draker et al., 2003) (Figura 1.16). 
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Figura 1.16. Esquema del mecanismo cinético secuencial ordenado de la AAC(6’)-Ii 
de E. faecium. La línea horizontal representa la reacción que sucede de izquierda a 
derecha. E=Enzima; A=Acetil-CoA; B=Aminoglicósido; P=Aminoglicósido acetilado; 
Q=CoA. 
 
La estructura de la AAC(6’)-Ii se resolvió en presencia del sustrato acetil-
CoA (número de acceso del PDB: 1B87) (Wybenga-Groot et al., 1999) y del 
producto CoA (número de acceso del PDB: 1N71) (Burk et al., 2003), 
mostrando que el enzima era dimérico (Figura 1.17). 
 
 
Figura 1.17. Estructura de la AAC(6’)-Ii de E. faecium en complejo con CoA. Número 
de acceso del PDB: 1N71. 
 
La AAC(6’)- Iy de S. enterica es un enzima dimérico y posee una 
especificidad amplia por los aminoglicósidos que tienen un grupo amino en 6’, 
al igual que la AAC(6’)-Ii de E. faecium, pero en contraste presenta una 
preferencia alta por el acetil-CoA como donador del grupo acilo. Los estudios 
cinéticos muestran que el enzima sigue un mecanismo cinético secuencial al 
azar (Magnet et al., 2001), y se ha resuelto su estructura tridimensional en 
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complejo con ribostamicina y CoA (número de acceso del PDB: 1S3Z) (Vetting 
et al., 2004). 
 
- AACs que actúan sobre el anillo II del antibiótico aminoglicósido: 
 
a) AAC(1). 
Se han identificado dos enzimas AAC(1) distintas en E. coli y en cepas de 
Actinomycete, pero su importancia es menor, ya que el enzima de E. coli no 
modifica los aminoglicósidos usados en clínica, y la otra, que posee un amplio 
rango de especificidad por el sustrato, no se encuentra en patógenos humanos 
(Lovering et al., 1987; Sunada et al, 1999). 
 
b) AAC(3). 
Es una de las clases de N-acetiltransferasas más abundante e incluye 
cuatro tipos mayoritarios según el patrón de resistencia que confieren. 
El primer enzima modificador de antibióticos aminoglicósidos que se purificó 
fue la gentamicina N-acetiltransferasa de E. coli, que se encuentra codificada 
en un plásmido (Williams y Northrop, 1976). Por otro lado, la estructura 
tridimensional de la AAC(3)-I de Serratia marcescens fue la primera que se 
determinó de la familia de las N-acetiltransferasas (número de acceso del PDB: 
1BO4) (Wolf et al., 1998) (Figura 1.18). El complejo estructural formado por el 
enzima y el CoA permitió determinar las interacciones entre ambos, además de 
comprobar que el enzima cristalizaba en forma de dímero. 
 
 
Figura 1.18. Estructura de la AAC(3) de S. marcescens en complejo con CoA. Número 
de acceso del PDB: 1BO4. 
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c.2.) O-fosfotransferasas. 
 
Las aminoglicósido O-fosfotransferasas constituyen la segunda familia más 
abundante de enzimas involucrados en la resistencia a antibióticos 
aminoglicósidos y son relevantes en la resistencia en clínica en especies de los 
géneros Enterococcus y Staphylococcus. 
Las APHs catalizan la transferencia del grupo γ-fosfato del ATP a uno de los 
grupos hidroxilo presentes en el aminoglicósido (Figura 1.19). 
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Figura 1.19. Reacción catalizada por las O-fosfotransferasas. La reacción que se 
muestra es la que lleva a cabo la APH(3’) sobre la posición 3’ de la kanamicina A. 
 
Existen siete clases de APHs según la posición del grupo hidroxilo que 
modifican (Shaw et al., 1993). Todas las APHs descritas hasta la fecha 
presentan un elevado grado de identidad de secuencia (20-40%), que en la 
región C-terminal llega a alcanzar el 70% (Brenner, 1987). 
Hasta la fecha, se han descrito dos estructuras tridimensionales de APHs: la 
APH(3’)-IIa (número de acceso del PDB: 1ND4) (Nurizzo et al., 2003) y la 
APH(3’)-IIIa —la cual detallaremos a continuación— (Burk et al., 2001; Fong y 
Berghuis, 2002). 
La clase de APHs más abundante es aquella que modifica la kanamicina y 
compuestos que presentan un grupo hidroxilo en posición 3’, por lo que 
compuestos que no tienen esta funcionalidad, como la gentamicina y la 
tobramicina, no son sustratos para estos enzimas (Wright y Thompson, 1999). 
Sin embargo, se ha observado que en aquellos aminoglicósidos sin 
sustituyente hidroxilo en 3’, como la lividomicina A, la fosforilación se podía dar 
en el grupo hidroxilo en 5’’ del anillo de ribosa, aunque esta actividad no se da 
en todas las APH(3’) (Trieu-Cout y Courvalin, 1983). Los genes que codifican 
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para estos enzimas son muy utilizados en biología molecular como marcadores 
de selección en técnicas de ADN recombinante. Por ejemplo, el gen que 
codifica para la APH(3’)-IIa se utiliza en vectores comerciales como marcador 
de selección para neomicina o kanamicina. 
La gran mayoría de estudios estructurales y bioquímicos realizados se han 
centrado en la APH(3’)-IIIa de Enterococcus faecalis. Este enzima es capaz de 
catalizar la fosforilación de un amplio rango de aminoglicósidos (McKay et al., 
1994). Además, el enzima actúa sobre aquellos aminoglicósidos 4,5-
disustituidos que contienen grupos hidroxilo en posiciones 3’ y 5’’, llevando a 
cabo una bis-fosforilación del compuesto (Thompson et al., 1996). Los estudios 
cinéticos muestran que el enzima sigue un mecanismo secuencial ordenado, 
en el que el ATP se une primero, seguido del aminoglicósido (McKay y Wright, 
1995) (Figura 1.20). 
 
 
Figura 1.20. Esquema del mecanismo cinético Theorell-Chance de la APH(3’)-IIIa de 
E. faecalis. La línea horizontal representa la reacción que sucede de izquierda a 
derecha. E=Enzima; A=Mg-ATP; Q=Mg-ADP. 
 
En este mismo trabajo, estudios con análogos de sustrato no hidrolizables y 
de inhibición por sustrato demostraron que el mecanismo es de tipo Theorell-
Chance, que es un caso especial de mecanismo secuencial ordenado en el que 
el complejo ternario (E·ATP·kan↔E·kan-fos·ADP) es cinéticamente 
insignificante y no contribuye a la tasa de reacción (Rudolph, 1979). En este 
tipo de mecanismo se produce una rápida liberación de kanamicina-fosfato 
seguida de una liberación lenta de Mg-ADP que es la etapa limitante. La 
existencia de complejo ternario se estableció por estudios de velocidades 
iniciales. 
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En 2001 se resolvió la estructura del enzima sin ningún sustrato (número de 
acceso del PDB: 1J7I) y en complejo con el análogo de ATP no hidrolizable 
AMPPNP (adenosina (5’-β,γ-imino-trifosfato)) (número de acceso del PDB: 
1J7U), así como en complejo con ADP (número de acceso del PDB: 1J7L) 
(Burk et al., 2001). Al año siguiente se obtuvo la estructura del enzima 
acomplejado con Mg-ADP y con kanamicina A o neomicina B (números de 
acceso del PDB: 1L8T y 2B0Q, respectivamente) (Fong y Berghuis, 2002) 
(Figura 1.21). De estos estudios, se pudo comprobar que ambos 
aminoglicósidos interaccionaban mayoritariamente con residuos del extremo C-
terminal, y que estas interacciones eran de tipo electrostático. 
 
 
Figura 1.21. Estructura de la APH(3’)-IIIa de E. faecalis en complejo con magnesio-
ADP y kanamicina. Los dos átomos de magnesio se muestran como esferas púrpuras. 
Número de acceso del PDB: 1L87. 
 
 
c.3.) O-adeniltransferasas. 
 
La familia de las ANTs es la menos numerosa de todas, con sólo 10 
enzimas descritos hasta la fecha y dos con estructura tridimensional resuelta. 
Incluye ejemplos de enzimas codificados en el cromosoma bacteriano y en 
plásmidos (Magnet y Blanchard, 2005). En organismos Gram-negativos, los 
genes que codifican para ANT(2’’) y ANT(3’’) se encuentran localizados 
únicamente en elementos génicos móviles, mientas que en Gram-positivos los 
genes que codifican para ANT(4’), ANT(6) y ANT(9) pueden encontrarse 
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también en plásmidos (Shaw et al., 1993). Estos enzimas catalizan la reacción 
entre Mg-ATP y un aminoglicósido para formar el AMP-aminoglicósido y el 
quelato magnésico del pirofosfato inorgánico (Figura 1.22). 
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Figura 1.22. Reacción catalizada por las O-adeniltransferasas. La reacción que se 
muestra es la que lleva a cabo la ANT(4’) sobre la posición 4’ de la kanamicina A. 
(Ade=Grupo adenilo). 
 
La ANT(2’’) confiere resistencia a gentamicina, tobramicina, dibekacina, 
sisomicina y kanamicina (Cameron et al., 1986), mientras que la ANT(4’) 
confiere a tobramicina, amikacina, isepamicina, kanamicina y otros 
aminoglicósidos con grupo hidroxilo en 4’ y 4’’ (Jacoby et al., 1990). La ANT(3’’) 
confiere resistencia a estreptomicina y espectinomicina (Hollingshead y 
Vapnek, 1985), mientras que la ANT(6) y la ANT(9) confieren resistencia a 
estreptomicina y espectinomicina respectivamente (Murphy, 1985; Ounissi et 
al., 1990). Desde una perspectiva clínica, las reacciones catalizadas por la 
ANT(2’’)-I y la ANT(4’) son las más significativas y son las que más se han 
estudiado hasta la fecha. 
Los estudios mecanísticos de la ANT(2’’)-I de Klebsiella pneumoniae fueron 
llevados a cabo por los grupos de Lombardini y Northrop (Lombardini y Cheng-
Chu, 1980; Van Pelt y Northrop, 1984; Gates y Northrop, 1988a; Gates y 
Northrop, 1988b; Gates y Northrop, 1988c). Ambos grupos encontraron que el 
enzima seguía un mecanismo cinético secuencial ordenado, en el que los dos 
sustratos debían de estar presentes para que se diese la catálisis, y Lombardini 
y colaboradores sugirieron un mecanismo ordenado en el que el Mg-ATP se 
unía antes que el aminoglicósido. Unos años más tarde Northrop y 
colaboradores encontraron el mismo tipo de mecanismo ordenado, y hallaron 
que la liberación del pirofosfato inorgánico se producía antes que la del AMP-
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aminoglicósido, que es la etapa limitante (Figura 1.23). La lenta liberación de 
producto adenilado hace que este mecanismo cinético sea de tipo Theorell-
Chance. 
 
 
Figura 1.23. Esquema del mecanismo cinético Theorell-Chance de la ANT(2’’)-I de K. 
pneumoniae. La línea horizontal representa la reacción que sucede de izquierda a 
derecha. E=Enzima; A=Mg-ATP; Q=AMP-Aminoglicósido. 
 
La ANT(4’) de Staphylococcus aureus se identificó por primera vez en 
clínica en una cepa resistente a kanamicina y gentamicina (Le Goffic et al., 
1976), y posteriormente se comprobó que tenía actividad con un gran número 
de aminoglicósidos que presentaban sustituyentes hidroxilo en 4’ o en 4’’ 
(Davies y Smith, 1978). El mecanismo cinético que sigue este enzima es de 
tipo secuencial ordenado, en el que el aminoglicósido se une primero, seguido 
del Mg-ATP. A continuación, el pirofosfato abandona primero el centro activo 
del enzima, y tras él, el AMP-aminoglicósido (Chen-Goodspeed et al., 1999) 
(Figura 1.24). 
 
 
Figura 1.24. Esquema del mecanismo cinético secuencial ordenado de la ANT(4’) de 
S. aureus. La línea horizontal representa la reacción que sucede de izquierda a 
derecha. E=Enzima; A=Aminoglicósido; B=Mg-ATP; P=Mg-PPi; Q=AMP-
Aminoglicósido. 
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La ANT(4’) fue la primera ANT cuya estructura se resolvió por difracción de 
rayos-X (número de acceso del PDB: 1KNY) (Sakon et al., 1993; Pedersen et 
al., 1995) (Figura 1.25). La estructura revela que la ANT(4’) es un homodímero 
con los dos sitios de unión del ATP y el aminoglicósido en la interfase de la 
dimerización. Cada uno de los monómeros posee un dominio N-terminal y otro 
C-terminal del mismo tamaño y, en general, los residuos del dominio N-terminal 
interaccionan con el nucleótido, mientras que los del C-terminal lo hacen con el 
aminoglicósido. El centro de reconocimiento del aminoglicósido está localizado 
en una zona caracterizada por un fuerte potencial electrostático negativo y se 
ha postulado que es el ácido glutámico 145 el que actúa como catalizador 
ácido-base en la reacción de adenilación. Su función sería la de sustraer el 
protón del hidroxilo en 4’, como paso previo al ataque nucleófilo sobre el fosfato 
en posición α del nucleótido (Chen-Goodspeed et al., 1999). 
 
 
Figura 1.25. Estructura de la ANT(4’) de S. aureus en complejo con AMPCPP (α,β-
metilen derivado del ATP no hidrolizable)y kanamicina A. Número de acceso del PDB: 
1KNY. 
 
Como se ha comentado anteriormente, la estreptomicina es un 
aminoglicósido único desde el punto de vista estructural y por tanto presenta 
también características funcionales diferentes al resto de antibióticos 
aminoglicósidos. De esta forma, a pesar de que los primeros casos de 
resistencia a estreptomicina datan de 1956 (Umezawa et al., 1967), todavía se 
AMPCPP 
Kanamicina A 
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sigue usando en clínica para tratar diversas enfermedades como la tuberculosis 
(Silva y Carvalho, 2007). A pesar del interés intrínseco de este antibiótico y de 
que el enzima ANT(6) es una de las principales causas de resistencia a éste, 
hasta el momento de iniciar el presente trabajo eran muy escasos los datos 
referidos a dicho enzima. Cabe destacar los trabajos realizados por el grupo de 
Kono y colaboradores que identificaron el gen aadk que codifica para el enzima 
ANT(6) en Bacillus subtilis ssp. subtilis (O’hara et al., 1988; Ohmiya et al., 
1989). Aunque estos autores no han propuesto el mecanismo de acción de 
este enzima, sí han descrito la velocidad máxima y KM para la estreptomicina, 
siendo 4 pmol·min-1/mg de proteína y 0.08 mM, respectivamente (Kono et al., 
1987). Recientemente se ha depositado en el Protein Data Bank una 
determinación estructural de la ANT(6) de Bacillus subtilis ssp. subtilis con una 
resolución de 2.65 Å (número de acceso del PDB: 2PBE) (Tyagi, R., 
Eswaramoorthy, S., Burley, S.K., Swaminathan, S., New York Structural 
GenomiX Research Consortium, 2007) (Figura 1.26). En esta estructura, la 
ANT(6) se presenta en forma monomérica a diferencia de la ANT(4’) que es un 
homodímero. 
 
Figura 1.26. Estructura tridimensional de la ANT(6) de Bacillus subtilis ssp. subtilis a 
una resolución de 2.65 Å. Número de acceso del PDB: 2PBE. N-t= Extremo N-
terminal, C-t= Extremo C-terminal. 
 
Más recientemente, el grupo de Deb y colaboradores han descrito una 
ANT(6) en la bacteria Corynebacterium acetoacidophilum. Este enzima ha sido 
expresado en E. coli (Jana et al., 2005; Jana et al., 2006) y se ha descrito el 
N-t 
C-t 
 Introducción  
49 
mecanismo de acción del enzima recombinante. El mecanismo general es, 
como en el caso de otras adeniltransferasas, de tipo secuencial ordenado y los 
autores postulan un mecanismo de tipo Theorell-Chance en base al patrón de 
inhibiciones halladas (Jana y Deb, 2005) (Figura 1.27). 
 
 
Figura 1.27. Esquema del mecanismo cinético Theorell-Chance de la ANT(6) de C. 
acetoacidophillum. La línea horizontal representa la reacción que sucede de izquierda 
a derecha. E=Enzima; A=Mg-ATP; Q=AMP-Aminoglicósido. 
 
Nuestro grupo de investigación está trabajando desde hace años en la 
obtención y caracterización de enzimas de resistencia a antibióticos 
aminoglicósidos, y en particular nos hemos centrado en las adeniltransferasas 
ANT(6) y ANT(4’) (Asensio et al., 2005; Corzana et al., 2005; Bastida et al., 
2006; Corzana et al., 2007; Latorre et al., 2007). En estos trabajos se persigue 
un doble objetivo: i) por una parte obtener un conocimiento lo más detallado 
posible de la estructura y mecanismo de acción de estos enzimas y de los 
factores que gobiernan la interacción con sus sustratos y ii) diseñar nuevas 
estrategias que permitan combatir el problema de la resistencia bien mediante 
el diseño de nuevos antibióticos que escapen a la acción de los EMAs o 
mediante la obtención de inhibidores de estos enzimas que administrados 
conjuntamente con el antibiótico permitan la recuperación de la actividad de 
éste último; este aspecto será comentado con mayor detalle más adelante. En 
este contexto es en el que se ha desarrollado el trabajo de la presente Tesis 
Doctoral. 
E 
Mg-ATP Aminoglicósido 
E·A E·Q 
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c.4.) Enzimas bifuncionales. 
 
Hasta el momento se han descrito cuatro enzimas bifuncionales que 
confieren resistencia a antibióticos aminoglicósidos. Es importante resaltar que 
los enzimas bifuncionales son relativamente inusuales en bacterias, en 
contraste con su presencia en las células eucariotas. Se ha propuesto que el 
origen de estos enzimas sea la fusión génica, con el fin de ampliar el espectro 
de resistencia a aminoglicósidos. Esto ilustra la gran capacidad de las cepas 
bacterianas de adaptarse rápidamente a la presión selectiva del entorno. 
En 1986 se descubrió el primer enzima bifuncional en una cepa de 
Enterococcus faecalis, la AAC(6’)-Ie/APH(2’’)-Ia (Ferretti et al., 1986) y un año 
después se encontró en Staphylococcus aureus (Rouch et al., 1987). Más tarde 
se comprobó que este enzima se encontraba en el 25-40% de las cepas de S. 
aureus (Culebras y Martínez, 1999). El enzima es monomérico en disolución y 
es capaz de catalizar la N- y la O-acetilación con una amplia especificidad de 
sustrato (Daigle et al., 1999). 
Recientemente se han aislado tres enzimas bifuncionales más: la ANT(3’’)-
Ii/AAC(6’)-IId de Serratia marcescens (Centron y Roy, 2002), la AAC(3)-
Ib/AAC(6’)-Ib’ (Dubois et al., 2002) y la AAC(6’)-30/AAC(6’)Ib’ (Mendes et al., 
2004), ambas de Pseudomonas aeruginosa. 
La ANT(3’’)- Ii/AAC(6’)-IId de S. marcescens ha sido objeto de un extenso 
estudio en el que se determina que el dominio con actividad adeniltransferasa 
tiene una especificidad alta por el aminoglicósido, adenilando estreptomicina y 
espectinomicina, mientras que el dominio con actividad acetiltransferasa 
presenta una especificidad por el aminoglicósido más amplia (Kim et al., 2006). 
El mecanismo cinético resultó ser secuencial ordenado de tipo Theorell-Chance 
para el dominio adeniltransferasa, uniéndose el Mg-ATP al centro activo antes 
que el aminoglicósido y siendo el aminoglicósido adenilado el último producto 
en abandonar el enzima, y de tipo secuencial ordenado para el dominio 
acetiltransferasa, en el que el aminoglicósido se une primero al enzima y el 
aminoglicósido adenilado es el último en liberarse del centro activo. 
En el año 2007 se llevó a cabo la caracterización cinética del enzima 
bifuncional AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’ de P. aeruginosa (Kim et al., 2007). En este 
estudio se encontró que ambos dominios seguían un mecanismo cinético de 
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tipo secuencial ordenado en el que la acetil-CoA se une primero al centro 
activo, seguido del aminoglicósido, y el CoA es el último en liberarse. 
Hasta la fecha, no existe ninguna determinación estructural de los enzimas 
bifuncionales descritos. 
 
• Estrategias para recuperar el uso de los antibióticos 
aminoglicósidos. 
 
Todo antibiótico que se introduce en clínica tiene una vida útil limitada, ya 
que su uso da lugar a la selección de aquellas bacterias que poseen algún tipo 
de mecanismo de resistencia. La resistencia se desarrolla a todas las clases de 
antibióticos, ya sean naturales o sintéticos, en el curso de un año a una década 
desde su primer uso clínico (Walsh, 2003). Debido a que las cepas resistentes 
a un determinado antibiótico terminarán por emerger en algún momento, el 
conocimiento del mecanismo de resistencia es fundamental a la hora de 
intentar desarrollar nuevos compuestos terapéuticos. Tal como hemos 
mencionado anteriormente, la resistencia a antibióticos aminoglicósidos se 
debe principalmente a la desactivación enzimática de éste, por lo que un 
conocimiento detallado de la estructura tridimensional, mecanismo bioquímico 
de resistencia, especificidad de sustrato y eficacia catalítica de los diferentes 
enzimas modificadores de antibióticos aminoglicósidos será de gran utilidad 
para conseguir revertir el problema de la resistencia (Jana y Deb, 2006). Con 
este fin, dos aproximaciones son las que están siendo desarrolladas 
actualmente (Smith y Baker, 2002): 
 
a) Diseño de nuevos antibióticos aminoglicósidos que escapan a la acción 
de los EMAs. 
b) Diseño de inhibidores enzimáticos. 
 
a) Diseño de nuevos antibióticos aminoglicósidos que escapan a la acción de 
los EMAs. 
 
En base a los mecanismos enzimáticos de resistencia a antibióticos 
aminoglicósidos, Umezawa y colaboradores iniciaron la síntesis de derivados 
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que no fuesen susceptibles a la modificación enzimática e inhibiesen el 
crecimiento de las cepas bacterianas resistentes. El primer agente sintetizado 
fue la 6’,3’’-di-N-metilkanamicina, que inhibía el crecimiento de aquellas cepas 
de E. coli que expresaban la AAC(6’) pero que mostraba una acción antibiótica 
más débil que la kanamicina frente a cepas resistentes a dicho antibiótico 
(Maeda et al., 1967). 
La siguiente en ser sintetizada fue la 3’-desoxikanamicina B que mostró una 
excelente actividad frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, 
incluyendo aquellas que expresaban la APH(3’) (Umezawa et al., 1971a). 
Como consecuencia de este éxito, se preparó la 3’,4’-didesoxikanamicina B o 
dibekacina (Figura 1.28), siendo el primer aminoglicósido semisintético 
diseñado racionalmente en base a la fosforilación en posición 3’ de la 
kanamicina (Umezawa et al., 1971b). 
 
 
Figura 1.28. Estructura química de aminoglicósidos semisintéticos derivados de la 
kanamicina A. AHB= 4-amino-2-hidroxibutirilo. 
 
Este compuesto mostraba una potente actividad frente a bacterias Gram-
negativas y bacterias resistentes de los géneros Staphylococcus y 
Pseudomonas, ya que al no poseer los grupos hidroxilos en posición 3’ y 4’ no 
era susceptible de modificación por parte de los enzimas APH(3’) y ANT(4’). Su 
uso terapéutico comenzó en Japón en 1975 y continúa hasta el día de hoy. Sin 
embargo, este compuesto puede ser desactivado por la ANT(2’’) (Schmidt et 
al., 1988), la APH(2’’) que forma parte del enzima bifuncional AAC(6’)/APH(2’’) 
(Daigle et al., 1999) y la AAC(6’) (Wright, 1999). 
Otra aproximación a la síntesis de aminoglicósidos resistentes a la acción 
de bacterias es la acilación ó alquilación del grupo amino en posición 1 en 
aminoglicósidos que contienen 2-desoxiestreptamina. Kawaguchi y 
colaboradores (1972) sintetizaron por primera vez la amikacina (Figura 1.28) a 
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través de la 1-N-acilación de la kanamicina con un grupo AHB (4-amino-2-
hidroxibutirilo). Este compuesto inhibía el crecimiento de cepas que expresaban 
APH(3’)-I y ANT(2’) y lleva en uso terapéutico desde 1977, aunque unos años 
más tarde se comprobó que era sustrato de acetiltransferasas (Phillips y 
Shannon, 1984). 
La posterior modificación de la dibekacina con la acilación de la posición N-
1 con un grupo AHB, dio lugar a la arbekacina (Figura 1.28), que posee 
actividad antibiótica frente a bacterias Gram-negativas, incluida Pseudomonas, 
y bacterias del género Staphylococcus (Kondo et al., 1973). En 1984, Ubutaka 
y colaboradores, demostraron que la arbekacina no era susceptible a 
modificación por parte de los enzimas APH(3’) y ANT(4’) presentes en cepas 
multirresistentes de S. aureus y Staphylococcus epidermidis (Ubutaka et al., 
1984). La arbekacina se aprobó para su uso en terapia en 1990 en Japón y aún 
se utiliza extensamente (Kondo y Hotta, 1999). 
Utilizando esta misma estrategia, Chang y colaboradores han sintetizado 
recientemente una serie de análogos de kanamicina y neomicina con un grupo 
AHB en posición N-1 (Li et al., 2005; Li et al., 2007). El compuesto más potente 
resultó ser un derivado de la kanamicina B, llamado JLN027 (Figura 1.29), que 
posee una actividad incluso mejor que la amikacina que se usa en clínica, 
frente a cepas resistentes que poseen actividad APH(3’). 
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Figura 1.29. Compuesto JLN027 descrito por Chang y colaboradores. 
 
Otro ejemplo de compuesto semisintético, es un derivado de la neamina 
sintetizado por Mobashery y colaboradores (Haddad et al., 2002). Aunque la 
mayoría de los aminoglicósidos naturales y semisintéticos contienen al menos 
tres anillos, este compuesto consiste en un pseudo-disacárido que está 
sustituido en la posición N-1 por un grupo AHB y en O-6 por una diamina 
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alifática (Figura 1.30a). Resultó ser altamente activo frente a varias cepas 
bacterianas patógenas, como P. aeruginosa y S. aureus. Otro derivado de la 
neamina, un pseudo-disacárido que no posee los grupos hidroxilo en posición 
3’ y 4’ y que por lo tanto no es susceptible de modificación por parte de los 
enzimas ANT(4’) y APH(3’), ha sido sintetizado por el grupo de Ikeda y 
colaboradores (Figura 1.30b) (Minowa et al., 2006). Este compuesto tiene una 
actividad excelente frente a cepas de S. aureus que expresan el enzima 
AAC(6’)/APH(2’’) y frente a cepas de  P. aeruginosa que expresan los enzimas 
AAC(6’) y AAC(3). 
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Figura 1.30. Derivados semisintéticos de neamina. a) Compuesto descrito por 
Mobashery y colaboradores. b) Compuesto descrito por Ikeda y colaboradores. 
 
En un estudio reciente, se ha intentado sintetizar compuestos que tengan 
una afinidad alta por el sitio A ribosomal y que sean escasamente reconocidos 
por los enzimas modificadores. Un ejemplo de esta aproximación es la síntesis 
de dímeros de bis-neamina por Wright y colaboradores (Figura 1.31) (Sucheck 
et al., 2000). Este tipo de compuestos se unen al sitio A del ARNr con afinidad 
alta, poseen actividad antibiótica y son un mal sustrato para los enzimas 
AAC(6’) y AAC(6’)/APH(2’’). 
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Figura 1.31. Dímero de bis-neamina descrito por Wright y colaboradores. 
 
Otra estrategia para el diseño de antibióticos que escapen de la acción de 
los EMAs es la desarrollada por Asensio y colaboradores y que se basa en que 
la conformación adoptada por el aminoglicósido al unirse al sitio A del ribosoma 
es diferente de la que presenta al unirse al enzima modificador (Figura 1.32). 
 
 
Figura 1.32. Esquema de la estrategia basada en la conformación del aminoglicósido 
propuesta por el grupo de Asensio y colaboradores. Modificado de Bastida et al., 2006. 
 
De esta manera se podrían sintetizar compuestos conformacionalmente 
restringidos que mantuvieran la conformación que presentan unidos a su diana 
biológica, pero que fuesen incapaces de ser reconocidos por el enzima. 
Aminoglicósido 
Aminoglicósido restringido 
conformacionalmente 
Enzima Sitio A 
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Algunos de estos compuestos (Figura 1.33) exhibieron una buena actividad 
antibiótica in vitro frente a cepas que expresaban los enzimas ANT(4’) y 
AAC(2’), así como una actividad antibiótica in vivo mejorada respecto al 
antibiótico neomicina B en cepas que expresaban la ANT(4’) (Bastida et al., 
2006). 
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Figura 1.33. Estructura química de uno de los derivados de neomicina B restringido 
conformacionalmente. 
 
En la actualidad, existe un gran potencial en el desarrollo de nuevos 
antibióticos aminoglicósidos que escapen a la acción de los EMAs debido a la 
creciente cantidad de información en cuanto a estructura tridimensional, 
mecanismo bioquímico de resistencia y especificidad de sustrato de los 
enzimas que inactivan dichos antibióticos. 
 
b) Diseño de inhibidores enzimáticos. 
 
La inhibición de los mecanismos de resistencia podría hacer resurgir el uso 
de antibióticos que se han convertido en menos eficaces debido a la aparición y 
diseminación de dichos mecanismos (Taylor et al., 2002). Los compuestos que 
restauran la sensibilidad de las cepas resistentes al antibiótico son de una gran 
ayuda para lograr una terapia efectiva, además de tener un impacto 
significativo en el coste del tratamiento (Tan et al., 2000). Esta estrategia se ha 
utilizado con éxito en el empleo de un inhibidor de β-lactamasas en 
combinación con un antibiótico β-lactámico (Leigh et al., 1981; Knowles, 1985), 
en lo que se ha venido a llamar “terapia combinada”. La combinación de ácido 
clavulánico, un inhibidor suicida de las β-lactamasas de clase A, junto con 
amoxicilina, lleva en uso clínico desde finales de la década de los 70 bajo el 
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nombre de Augmentin® (Figura 1.34). Así, las cepas productoras de β-
lactamasas son erradicadas más eficientemente con la combinación de los dos 
compuestos (Sánchez Navarro, 2005), y a pesar de su uso generalizado, no ha 
perdido su eficacia en terapia (Neu et al., 1993). 
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Figura 1.34. Mecanismo de acción de Augmentin®. El clavulanato inactiva la β-
lactamasa, y la amoxicilina se une a una transpeptidasa de la pared celular (PBPs), 
bloqueándola. 
 
Existen otras combinaciones de β-lactámicos e inactivadores de β-
lactamasas en el mercado (Timentin® y Zosyn®), así como la combinación del 
antibiótico semisintético ampicilina con un inhibidor de lactamasas, con el 
nombre de Unasyn®. 
La resistencia a vancomicina en enterococos se debe a la síntesis de 
precursores del peptidoglicano con un extremo alterado que es incapaz de 
unirse al antibiótico. Un trabajo reciente muestra la síntesis de compuestos que 
facilitan el corte selectivo de dichos extremos del peptidoglicano de la pared de 
bacterias resistentes (Chiosis y Boneca, 2001). Estos compuestos fueron 
capaces de reducir la CMI de vancomicina para Enterococcus faecium de 500 
mg/L a 62 mg/L. Este tipo de estrategia está siendo estudiada con el fin de 
inhibir los transportadores de membrana que  eliminan una gran variedad de 
compuestos del interior celular, sin discriminarlos por su estructura o 
mecanismo de acción. 
Varios compuestos peptidomiméticos han sido capaces de potenciar la 
actividad de la fluoroquinolona levofloxacina inhibiendo el transportador MDR 
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en Pseudomonas aeruginosa (Renau et al., 2002). Otros transportadores más 
selectivos, como la proteína transportadora Tet(B) de E. coli, pueden ser 
bloqueados efectivamente, como se evidencia de la potencia de análogos 
semisintéticos de tetraciclinas en combinación con el compuesto doxiciclina 
(Nelson y Levy, 1999). 
Así, todos estos ejemplos demuestran que la “terapia combinada” puede 
aumentar la actividad antibacteriana de antibióticos ya conocidos y efectivos, 
así como alargar el uso terapéutico de un fármaco ya aprobado, con los 
consecuentes beneficios comerciales (Cottarel y Wierzbowski, 2007). Gracias 
al resurgimiento de todos estos antibióticos, el desarrollo de inhibidores de los 
enzimas modificadores de antibióticos aminoglicósidos es bastante prometedor. 
Williams y Northrop sintetizaron el primer inhibidor, que era un análogo 
bisustrato de kanamicina B y CoA (Figura 1.35). Este compuesto actuaba como 
un potente inhibidor frente a acetiltransferasas en ensayos in vitro, pero no 
recuperaba la sensibilidad de la cepa frente al antibiótico debido a que no 
penetraba al interior celular (Williams y Northorp, 1979). 
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Figura 1.35. Análogo bisustrato descrito por Williams y Northrop. 
 
Un cribado de productos naturales con el fin de descubrir compuestos que 
pudiesen potenciar la acción de los aminoglicósidos en bacterias resistentes, 
reveló un inhibidor del enzima ANT(2’’), la 7-hidroxitropolona (Figura 1.36). Este 
compuesto es un inhibidor competitivo del ATP y es capaz de reestablecer la 
sensibilidad a antibióticos en cepas de E. coli que expresan el gen ant(2’’) 
(Allen et al., 1982). 
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Figura 1.36. Estructura química de la 7-hidroxitropolona. 
 
Mobashery y colaboradores han sintetizado unos análogos de 
aminoglicósidos que tras fosforilarse por acción del enzima, son capaces de 
inactivarla (Roestamadji et al., 1995). Entre ellos destaca la 2’-nitrokanamicina 
que inhibe la APH(3’)-Ia y la APH(3’)-IIa. Este compuesto actúa como sustrato 
del enzima, y tras la transferencia del grupo fosfato, éste se elimina con gran 
rapidez para generar una especie reactiva que se une covalentemente al centro 
activo del enzima, inactivándola (Figura 1.37). 
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Figura 1.37. Mecanismo de reacción propuesto de la APH(3’) y la 2’-nitrokanamicina. 
 
A pesar de la pluralidad de ejemplos de inhibidores de enzimas 
modificadores de antibióticos aminoglicósidos que existen en la literatura, 
todavía no se ha empleado ninguno de estos compuestos junto con el 
correspondiente aminoglicósido en clínica. Uno de los motivos podría ser la 
gran variedad de enzimas diferentes a inhibir junto con el desconocimiento de 
los mecanismos bioquímicos de muchos de estos enzimas (Vakulenko y 
Mobashery, 2003). Así, el conocimiento detallado de la forma de actuación de 
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los EMAs y de sus propiedades bioquímicas y estructurales, son fundamentales 
para desarrollar compuestos que actúen como inhibidores potentes de los 
enzimas y que sean capaces de recuperar la actividad antibiótica en una 
“terapia combinada”. La obtención y caracterización bioquímica de uno de 
estos enzimas —la ANT(6) de Bacillus subtilis ssp. subtilis— junto con la 
demostración de que es posible aplicar una “terapia combinada” para recuperar 
la actividad de los antibióticos aminoglicósidos, es el tema del que trata la 
presente Memoria de Tesis Doctoral. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS 
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La resistencia bacteriana ha anulado la utilidad práctica de los antibióticos 
aminoglicósidos como fármacos efectivos. Es necesario el desarrollo y síntesis 
de antibióticos más eficaces e inhibidores potenciales de los enzimas 
modificadores, con el fin de aplicar en un futuro una “terapia combinada” que 
haga revertir la resistencia de las cepas a dichos antibióticos Para ello es 
preciso un conocimiento más profundo y exhaustivo de estos enzimas, así 
como de la interacción química y biológica entre el enzima y sus sustratos. 
Así, en el presente trabajo de Tesis Doctoral nos planteamos dos objetivos 
globales: 
 
1- Obtención y posterior caracterización bioquímica de un enzima 
modificador de antibióticos aminoglicósidos, la 6-adeniltransferasa de 
Bacillus subtilis ssp. subtilis. 
 
2- Recuperación de la actividad antibiótica de la estreptomicina en cepas 
bacterianas que expresan la 6-adeniltransferasa y que por lo tanto, 
son resistentes a dicho antibiótico. 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. MATERIALES. 
 
Las cepas bacterianas y vectores utilizados en esta memoria se encuentran 
resumidos en la Tabla 3.1. 
 
 Tabla 3.1. Cepas bacterianas y vectores usados en este estudio. 
Cepas bacterianas 
y plásmidos Descripción Fuente 
Cepas   
Bacillus subtilis ssp. 
subtilis 
 CECT 461 
 
E. coli DH5α 
 
 
supE44 lac1 69 (φ80d lacZ ΔM15) hsdR17 recA1 gyrA96 thi-1 relA1 
Promega 
E. coli BL21(DE3) B F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) galλ (DE3) Promega 
Plásmidos   
pUC18 
 
2690 pb, Ampr, Plac, lacI, lacZ’ Stratagene 
pGEM®-T Easy 
 
3018 pb, Ampr, PT7, PSP6, lacZ, f1 ori Promega 
pET-28b(+) 
Vector de expresión, 5368 pb, Kanr, PT7, lacI, f1 ori, secuencia 
codificadora para colas de histidinas a ambos lados del sitio de 
policlonaje, sitio de corte de trombina 
Novagen 
 
Los cebadores de PCR fueron suministrados por Isogen y la EcoTaq ADN-
polimerasa por Ecogen. La T4 ADN-ligasa, los enzimas de restricción EcoRI y 
HindIII y el patrón de pesos moleculares “1 kb DNA Ladder” fueron 
suministrados por MBI Fermentas. 
La purificación de los productos de PCR se realizó con el “PCR Purification 
Kit” de Promega. La purificación de ADN a partir de geles de agarosa se llevó a 
cabo con el “Perfectprep® Gel Cleanup Kit” de Eppendorf. La obtención de 
plásmido purificado a partir de un cultivo bacteriano se hizo con el “GenEluteTM 
Plasmid Miniprep Kit” de Sigma. 
La agarosa D-1 Medium EEO para analizar muestras de ADN por 
electroforesis, así como los componentes del medio de cultivo Luria-Bertani 
(extracto de levadura, triptona y NaCl) y el medio de cultivo Mueller-Hinton, 
fueron suministrados por Pronadisa. 
La lisozima fue suministrada por USB, la DNasa por Roche, y la trombina 
por GE Healthcare. Los antibióticos estreptomicina, neomicina B, kanamicina A 
y espectinomicina utilizados en este trabajo, así como el ATP, se adquirieron 
en Sigma-Aldrich. La neamina, obtenida a partir de la hidrólisis del antibiótico 
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neomicina, fue cedida por el grupo del Dr. Juan Luis Asensio. El IPTG y el 
imidazol fueron suministrados por Acros Organics. 
La resina de Ni2+-IDA-agarosa (35-40 µmol Ni2+/mL resina) fue suministrada 
por Agarose Bead Technologies. Las columnas cromatográficas Glass Econo-
Column® (Ø=2.5 cm) para la purificación de proteína se adquirieron en Bio-Rad. 
El reactivo de Bradford y la solución de acrilamida/bis-acrilamida 30% 29:1 
para preparar geles de poliacrilamida se adquirieron en Bio-Rad, y el patrón de 
pesos moleculares “Low Molecular Weigth Calibration Kit” en GE Healthcare. 
Las membranas de diálisis Spectra/Por® adecuadas para la diálisis de 
proteínas de peso molecular superior a 12.000-14.000 Da, son de la marca 
Spectrum. 
La amplificación de ADN se realizó en un Mastercycler Personal de 
Eppendorf. Los geles de agarosa para electroforesis de ADN se resolvieron en 
una cubeta RunOne™ Electrophoresis Cell de EmbiTec, y los de 
acrilamida/bis-acrilamida para SDS-PAGE de proteínas en una cubeta 
MiniProtean® 3 de Bio-Rad. El análisis densitométrico de ambos tipos de geles 
se realizó en un fotodocumentador Gene Flash Bio Imaging de Syngene LTD 
empleando el programa informático GeneTools 3.07. 
Los cultivos celulares se incubaron en un agitador orbitálico termostatizado 
Lab-Shaker de Adolf Kühner AG, y las medidas de absorbancia se realizaron 
en un espectrofotómetro VIS-UV SPECTRAmax-384 PLUS de Molecular 
Devices. 
La reacción de adenilación se analizó en un HPLC Jasco PU-2089 Plus con 
un detector de absorbancia Jasco UV-2075 Plus. 
Para el análisis de aminoácidos se purificó ANT(6) mediante una columna 
de afinidad HisTrap™ de 1 mL (~15 µmol Ni2+/ml de medio) de GE Healthcare 
en un FPLC ÄKTA prime plus. 
Las muestras de proteína pura se liofilizaron en un liofilizador Lioalfa 6 de 
Telstar. 
Los estudios de dicroísmo circular se llevaron a cabo en un 
espectropolarímetro JASCO J-810 controlado por el programa informático 
Spectra Manager, y equipado con un Peltier Jasco PTC423-S. Los ensayos de 
fluorescencia se realizaron en un fluorímetro Perkin Elmer LS50B con el 
programa informático FLWin. 
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Los espectros de resonancia magnética nuclear de protón (1H-RMN), se 
realizaron en el espectrómetro Varian de 500 MHz. Los espectros de 
resonancia magnética nuclear de carbono (13C-RMN) se realizaron en un 
espectrómetro Varian-500 de 125 MHz. 
 
 
2. MÉTODOS. 
 
Las técnicas básicas de manipulación de ADN, PCR, clonación, ligamiento, 
preparación de células competentes, transformación, preparación de medios de 
cultivo, etc., se realizaron según se describen en Sambrook et al., 1989. 
 
 
2.1. Amplificación del gen aadk, clonación y subclonación. 
 
- Amplificación. 
 
El ADN para la amplificación del gen aadk (número de acceso GeneBank: 
NC 000964) se obtuvo de Bacillus subtilis ssp. subtilis. Para ello se 
resuspendió el liofilizado suministrado por la CECT en 1 mL de medio de cultivo 
LB y de éste se sembró una placa de LB-agar. La placa de LB-agar se creció 
O/N a 37 ºC. Una de las colonias crecidas se resuspendió en 10 µL de medio 
LB y se procedió al lisado con 10 µL de tampón de lisis (Tris-HCl 20 mM, 1% 
Tritón X-100, EDTA 2 mM, pH 8.5). 
Las secuencias de los oligonucleótidos usados como cebadores fueron para 
el cebador directo: 5’- GCCGCGAATTCCATGCGAAGTGAGCAG-3’ y para el 
cebador reverso: 5’-CGAAGCTTTCACTTTACTGAGCAATAAA-3’. Las 
secuencias en negrita se corresponden con la secuencia diana para los 
enzimas de restricción EcoRI y HindIII, respectivamente. La amplificación se 
realizó en un volumen final de 20 µL. 
La mezcla de reacción se sometió al ciclo de amplificación que se detalla en 
la Figura 3.1. 
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Figura 3.1. Ciclo de amplificación del gen aadk (D= Desnaturalización, A=Anillamiento, 
E=Elongación). 
 
El análisis de los productos de PCR se realizó mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 0.8% en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 
8) con 0.4 µg/mL de bromuro de etidio. Posteriormente se purificó el fragmento 
de ADN amplificado. 
 
- Clonación en pGEM®-T Easy. 
 
El inserto aadk purificado de PCR se ligó al vector pGEM®-T Easy, 
específicamente diseñado para la clonación de productos de PCR. La reacción 
de ligación se llevó a cabo según el protocolo del fabricante. Células 
competentes DH5α de E. coli se transformaron con la construcción pGEM-aadk 
y se sembraron en placas de LB-agar con 250 µg/mL de ampicilina. Las placas 
se incubaron O/N a 37 ºC y de las colonias que crecieron en estas condiciones 
se seleccionaron 8 al azar y se chequearon por PCR en las mismas 
condiciones que en la amplificación del gen aadk. Las colonias positivas se 
crecieron O/N a 37 ºC en 5 mL de medio LB-ampicilina para purificar plásmido 
y éstos se utilizaron para secuenciar el inserto entre los promotores T7 y SP6. 
La secuenciación de ADN se llevó a cabo en la Unidad de Genómica del 
Parque Científico de Madrid-Universidad Complutense. 
 
- Subclonación en pET-28b(+). 
 
El plásmido pET-28b(+) y el inserto aadk procedente de la construcción 
pGEM-aadk, se sometieron por separado a una doble digestión con los 
94 ºC 94 ºC 
2 min 1 min 1 min 
1 min 
55 ºC 
72 ºC 72 ºC 
10 min 
25 ciclos 
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E
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enzimas de restricción EcoRI y HindIII. En ambos casos, se digirió con 50 U de 
cada enzima de restricción, en un volumen final de 70 µL para el inserto y de 
100 µL para el plásmido, durante 2 h a 37 ºC, y siguiendo las especificaciones 
del fabricante. Tras comprobar el final de la digestión al analizar las reacciones 
por electroforesis en gel de agarosa, se procedió a extraer el ADN de interés. 
En el caso del vector pET-28b(+) en forma lineal, se realizó una extracción de 
ADN con Fenol:Cloroformo:Isoamílico. En el caso del inserto aadk, se purificó 
de gel de agarosa. 
Una vez obtuvimos vector e inserto doblemente digeridos y purificados, 
llevamos a cabo la ligación de ambos. La reacción se incubó O/N a 4 ºC. La 
mezcla de ligación se utilizó para transformar células competentes DH5α de E. 
coli que se sembraron en placas de LB-agar con 26.3 µg/mL de kanamicina. 
Las placas se incubaron O/N a 37 ºC y de las colonias que crecieron en estas 
condiciones se seleccionaron 8 al azar para chequearlas por PCR en las 
mismas condiciones que en la amplificación del gen aadk. Las colonias 
positivas por PCR se crecieron O/N a 37 ºC en 5 mL de LB-kanamicina para 
purificar plásmido. Éstos se secuenciaron entre el promotor T7 y el promotor 
SP6, utilizando en este último caso el cebador pETSP6 (5’-
TGCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’, Isogen) como cebador reverso 
especificamente diseñado para poder secuenciar insertos clonados en el vector 
pET-28b(+), con el fin de comprobar que la secuencia correspondía realmente 
al gen aadk. 
Una de las colonias presentó una secuencia completamente correcta, y la 
construcción pET-aadk se transformó en células competentes BL21(DE3) de E. 
coli que se sembraron en placas de LB-agar con 26.3 µg/mL de kanamicina. De 
las colonias que crecieron O/N a 37 ºC se seleccionaron al azar 8 de ellas y se 
chequearon por PCR en las mismas condiciones que para la amplificación del 
gen aadk. Se seleccionó la colonia número 2 para la posterior sobre-expresión 
de la proteína recombinante. 
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2.2. Sobre-expresión y purificación del extracto de proteínas. 
 
- Sobre-expresión. 
 
Se creció un cultivo de la cepa recombinante BL21(DE3)/pET-aadk en 10 
mL de LB con 10 µL de kanamicina (26 µg/mL) a 37 ºC en agitación durante 24 
h. A continuación se inoculó 1 L de LB con 1 mL de kanamicina, con un 1% del 
cultivo de la cepa. Se creció en agitación a 37 ºC hasta que alcanzó una 
D.O.600 nm∼0.5 UA. En ese momento se indujo el cultivo con 1 mL de IPTG 0.5 
M y se bajó la temperatura de incubación a 30 ºC. Transcurridas ~24 h, el 
cultivo se centrifugó a 5000 g durante 20 min a 4 ºC y el sedimento de células 
se utilizó para obtener un extracto proteico mediante tratamiento con lisozima 
(Wong et al., 1995; Bastida et al., 2001). El extracto de proteínas se analizó 
mediante electroforesis SDS-PAGE en geles del 13%. 
 
- Purificación. 
 
La proteína se purificó mediante IMAC en una columna cromatográfica con 
resina de Ni2+-IDA-agarosa de alta densidad. Para la purificación del extracto 
crudo de proteínas se cargó la resina, lavada y equilibrada en tampón fosfato 
20 mM pH 7.5, con un volumen de extracto igual al volumen de resina. Una vez 
cargado el extracto de proteínas, se lavó la resina con 2 volúmenes de tampón 
fosfato 20 mM pH 7.5, con el fin de eluir aquellas proteínas no unidas a la 
resina. A continuación, la proteína de interés se eluyó empleando 3 volúmenes 
de imidazol 0.25 M en tampón fosfato 20 mM a pH 9.0. Todas las fracciones se 
analizaron por electroforesis SDS-PAGE en geles del 13%. La proteína 
purificada en imidazol se dializó frente a H2O destilada a pH 7.5 y después se 
liofilizó en alícuotas de ~1mg para su posterior uso. 
 
- Análisis de aminoácidos. 
 
Para el análisis de aminoácidos se purificó 5 mL de extracto crudo de 
proteínas en un FPLC con un gradiente de elución entre 0-0.5 M de imidazol. 
Se usó fosfato 20 mM pH 7.5 como tampón de unión y 0.5 M imidazol en 
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fosfato 20 mM pH 9.0 como tampón de elución. Una vez dializada la muestra 
en imidazol frente a H2O destilada a pH 7.5, se prepararon alícuotas con 10 µg 
de proteína pura por ensayo en un volumen final de 140 µL de agua destilada. 
Para el cálculo de la concentración de la muestra se utilizó el coeficiente de 
extinción molar teórico de 64150 M-1·cm-1. 
El análisis se realizó por triplicado en el Servicio de Química de Proteínas 
del Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC, en un analizador Biochrom 20 
(Pharmacia). 
 
- Determinación de la concentración de proteína. 
 
En el caso de extractos crudos de proteína, medimos concentración con el 
reactivo de Bradford a una absorbancia de 595 nm (Bradford, 1976). Cuando 
se trata de muestras de proteína pura y conocido el coeficiente de extinción 
molar (ε280) de la ANT(6) a partir del análisis de aminoácidos, calculamos la 
concentración de proteína a partir de la ecuación de Lambert-Beer 
( lCAbs ⋅⋅= ε ) que relaciona concentración con absorbancia. 
 
 
2.3. Eliminación del fragmento de histidinas. 
 
La eliminación del fragmento de histidinas se realizó por corte con trombina. 
Se utilizó una relación de 10 U de trombina por cada mg de ANT(6) purificada  
por Ni2+-IDA-agarosa. La proteína purificada en 0.25 M de imidazol, se dializó 
frente a H20 destilada a pH 7.5 y a continuación se añadió la trombina a la 
disolución. Tras 12 horas de incubación a temperatura ambiente, se centrifugó 
la disolución y el sobrenadante se cromatografió en resina de Ni2+-IDA-agarosa 
con el fin de eliminar las colas de histidinas de la mezcla de reacción. Se 
comprobó que la proteína había sido cortada al presentar el tamaño esperado 
por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 13%, y se liofilizó para su 
posterior uso. La determinación de concentración de ANT(6)ΔHis se realizó en 
todos los casos con el coeficiente de extinción molar obtenido 
experimentalmente para la ANT(6). 
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2.4. Fluorescencia. 
 
Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico tanto en la 
excitación (275 y 295 nm) como en la emisión (295-400 nm). Los ensayos se 
realizaron a 25 ºC, con una concentración de proteína de 1.5 μM en fosfato 5 
mM pH 7.5 en un volumen final de 3 mL. En todos los casos se restó al 
espectro de emisión la señal debida al tampón. La rendija de emisión y 
excitación se fijó en 10 nm. 
La contribución de las tirosinas al espectro de emisión se calculó restando 
al espectro de emisión obtenido a λexc= 275 nm, el espectro de emisión 
obtenido a λexc= 295 nm multiplicado por un factor de normalización. Este factor 
es la resta de las intensidades de fluorescencia medidas con λexc= 275 nm y 
λexc= 295 nm a una longitud de onda de emisión de 380 nm, en la que no se 
espera contribución por parte de las tirosinas (Nuñez et al., 2001). 
 
 
2.5. Dicroísmo Circular. 
 
El análisis de dicroísmo circular se realizó empleando cubetas con un paso 
óptico de 0.1 cm. La concentración de proteína utilizada para registrar los 
espectros fue entre 2.7- 4.6 μM en el caso de la ANT(6), y entre 1-4.4 μM para 
la ANT(6)ΔHis, ambas en tampón Tris-HCl 5 mM pH 7.5 en un volumen final de 
300 μL. 
Los espectros de DC en el ultravioleta lejano (195-240 nm) se registraron en 
un rango de temperaturas entre 25 ºC y 80 ºC y a una velocidad de barrido de 
20 nm/min. Cada espectro es una media de cuatro registros que se 
promediaron automáticamente y a todos ellos se les restó el blanco debido al 
tampón empleado. 
En aquellos ensayos con diferentes iones divalentes (Mg2+, Ca2+ y Mn2+) se 
prepararon soluciones madre de la correspondiente sal y se añadió a la cubeta 
la cantidad adecuada para obtener una concentración final de 2.5, 5, 10, 20 y 
30 mM de cada una de las sales. 
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En los ensayos de desnaturalización térmica se monitorizó el cambio de 
elipticidad a 222 nm. El cambio de temperatura en la muestra (de 25 a 90 ºC), 
controlada con el sistema Peltier, se realizó a velocidad de calentamiento 
constante de 40 ºC/h y la toma de datos se hizo cada 0.2 ºC. 
Todos los espectros se trataron y suavizaron con el programa informático 
Jasco Spectra Analysis. 
La determinación de cada componente de estructura secundaria se efectuó 
con los espectros convertidos a Elipticidad por Residuo Medio (ΘMRW), la cual 
fue calculada utilizando una masa de 110 Da por residuo (Kelly et al., 2005). El 
análisis de los espectros de dicroísmo circular obtenidos se realizó con el 
paquete informático CDPro compuesto por tres programas de cálculo: CONTIN, 
SELCON3 y CDSSTR (Sreerama y Woody, 2000). Se empleó el grupo de 
referencia nº4 que está compuesto por 43 proteínas cuyos espectros de 
dicroísmo circular y estructura secundaria son conocidos y están analizados 
entre 190-240 nm. 
Las curvas de desnaturalización térmica se analizaron suponiendo un 
modelo de dos estados en el proceso de desnaturalización. Este modelo se 
ajusta a la ecuación 1 (Mayr et al., 1993): 
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D0= valor de la señal de DC (en mdeg) del estado desnaturalizado a T=0 ºC 
mD= pendiente del estado desnaturalizado 
N0= valor de la señal de DC (en mdeg) del estado nativo a T=0 ºC 
mN= pendiente del estado nativo 
TM= temperatura (en ºC) del punto de inflexión de la transición 
HD= entalpía de van’t Hoff asociada al proceso de desnaturalización a T=TM 
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2.6. Ensayos de autoagregación. 
 
Los ensayos se realizaron a 400 nm durante 15 min, registrando la señal 
cada 5 s. La concentración de ANT(6) fue entre 2.7-3.1 μM en tampón Tris-HCl 
5 mM pH 7.5 en un volumen final de 1 mL. Los ensayos se registraron a 25 ºC 
y 45 ºC. Al comienzo del ensayo, la proteína se deja equilibrar en la cubeta 
durante 100 s, pasado este tiempo se añade de una solución madre de MgCl2 
la cantidad necesaria para obtener una concentración final en cubeta de 2.5, 10 
o 30 mM. Transcurridos los 15 minutos, se calcula el incremento de 
absorbancia de la muestra entre la zona de equilibrio de la proteína y la 
absorbancia que se alcanza al final del ensayo. 
 
 
2.7. Ultracentrifugación. 
 
Para el ensayo de equilibrio de sedimentación se prepararon muestras de 
ANT(6) y ANT(6)ΔHis a una D.O. entre 0.1-1 UA en tampón Tris-HCl 5 mM pH 
7.5, en un volumen de 100 µL. Así mismo, se prepararon muestras de ambas 
proteínas con una concentración de MgCl2 de 2.5 y 20 mM para la ANT(6) y de 
2.5 mM para la ANT(6)ΔHis. También se analizaron los correspondientes 
blancos sin proteína como referencia. 
Los ensayos de ultracentrifugación se llevaron a cabo en el Departamento 
de Química-Física de Macromoléculas Biológicas del Instituto de Química-
Física “Rocasolano”, CSIC, en una ultracentrífuga analítica Bergman XLA de 
Culter. 
 
 
2.8. Determinación de la actividad adeniltransferasa, efecto del pH, del 
MgCl2, y de otros iones divalentes, cálculo de parámetros y mecanismo 
cinético. Estudio de especificidad de sustrato. 
 
La determinación de actividad se hizo por HPLC equipado con una columna 
cromatográfica de intercambio iónico Vydac 3021C4.6 (0.46 x 25 cm). La fase 
móvil utilizada fue H2O-TFA pH 3.0/10% CH3CN con un flujo de 1mL/min y una 
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absorbancia de detección de 260 nm. Las condiciones de reacción fueron: 
10mM de ATP, estreptomicina y MgCl2 y 3.75 µM de ANT(6) en tampón Hepes 
100 mM pH 7.5, en un volumen final de 1 mL y a temperatura ambiente. Se 
sacaron diversos tiempos de reacción, parando ésta al calentar la muestra a 
100 ºC durante 5-10 min. Tras centrifugar 5 min a 13000 rpm, se analizó la 
formación de producto adenilado por HPLC. El producto se identificó por 1H-
RMN (O’hara et al., 1988). 
En primer lugar se realizó una recta patrón con diversas reacciones que 
contenían 3 mM de ATP, 10 mM de MgCl2, 10 µM de ANT(6) y concentraciones 
de estreptomicina entre 60 µM y 3 mM, en tampón Hepes 100 mM pH 7.5 a 
temperatura ambiente. 
El estudio del efecto del pH se hizo con diferentes ensayos a una 
concentración de 3 mM de ATP, 2 mM estreptomicina, 5 mM MgCl2 y 6 µM de 
ANT(6) en tampón Hepes 100 mM y a temperatura ambiente. Las reacciones 
se ajustaron al pH deseado antes de añadir el enzima. El rango de pH 
estudiado fue entre 6.5 y 8.1. 
A continuación nos propusimos hallar los parámetros cinéticos aparentes en 
el caso de cada sustrato. Las velocidades iniciales de los ensayos cinéticos se 
determinaron con reacciones en tampón Hepes 100 mM pH 7.5, 10 mM MgCl2 
y 3 µM de ANT(6) a temperatura ambiente. La concentración de ATP se fijó a 5 
mM y se variaron las concentraciones de estreptomicina en el rango de 0.03-2 
mM para calcular los parámetros cinéticos correspondientes a la 
estreptomicina. Para hallar los parámetros cinéticos del ATP, se fijó la 
concentración de estreptomicina a 5 mM y se variaron las concentraciones de 
ATP entre 0.015-2 mM. En el caso de los parámetros de la estreptidina, la 
concentración de ATP se fijó a 10 mM y la de estreptidina se varió entre 0.25 
mM y 3 mM. Para comparar los parámetros cinéticos aparentes de la ANT(6) y 
ANT(6)ΔHis con respecto al sustrato ATP, se llevaron a cabo reacciones en 
Hepes 100 mM pH 7.5, 10 mM de MgCl2, 1 mM de estreptomicina y 6 µM de 
cada enzima. Las concentraciones de ATP se variaron en el rango de 0.03-2 
mM. 
En todos los casos las velocidades iniciales obtenidas se normalizaron con 
la cantidad de enzima utilizada en cada ensayo, y los datos se ajustaron a 
curvas hiperbólicas de tipo Michaelis-Menten. La determinación de los 
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parámetros cinéticos se realizó con las representaciones secundarias de 
Hanes-Woolf. Todas las representaciones y ajustes se hicieron con el módulo 
de cinética “Enzyme Kinetics” 1.1 del programa informático SigmaPlot 8.0. 
El estudio del efecto del MgCl2 sobre la actividad se llevó a cabo con una 
serie de reacciones en las que se mantuvo constante la concentración de ATP 
a 3 mM, de estreptomicina a 2 mM y de ANT(6) a 6 µM, y en las que se variaba 
la concentración de MgCl2 entre 3 y 40 mM. Todas ellas se realizaron en 
tampón Hepes 100 mM pH 7.5 a temperatura ambiente. 
Para estudiar la influencia de diferentes iones divalentes sobre la actividad 
de la ANT(6), se fijaron unas condiciones de reacción de 3 mM de ATP, 2 mM 
de estreptomicina, 6 µM de ANT(6) en tampón Hepes 100 mM pH 7.5 a 
temperatura ambiente. Los iones divalentes ensayados fueron magnesio, calcio 
y manganeso, a una concentración de 5 mM de la correspondiente sal en cada 
caso. 
La determinación del mecanismo cinético se realizó fijando la concentración 
de estreptomicina a 0.7, 1, 2 y 5 mM. Para cada una de estas concentraciones, 
la cantidad de ATP se varió entre 0.015-2 mM. Todas las reacciones se 
llevaron a cabo a temperatura ambiente en tampón Hepes 100 mM pH 7.5, con 
10 mM MgCl2 y 3 µM de ANT(6). 
Los estudios de especificidad de sustrato se llevaron a cabo con los 
antibióticos aminoglicósidos neomicina B, neamina y espectinomicina. Las 
reacciones se realizaron a temperatura ambiente en tampón Hepes 100 mM pH 
7.5, 5 mM de MgCl2, 2 mM de ATP, 20 µM de ANT(6) y 2 mM de cada 
antibiótico ensayado. 
 
 
2.9. Modelización molecular. 
 
Los estudios de modelización molecular se realizaron con diferentes 
programas informáticos. La búsqueda de secuencias  homólogas con 
estructura tridimensional conocida se hizo mediante el programa Ψ-BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ebi.ac.uk/bic_sw/) (Altschul et 
al., 1997), en el que la secuencia de aminoácidos de la proteína problema se 
compara con todas las secuencias de aminoácidos de proteínas depositadas 
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en el SWISS-PROT. Los resultados de Ψ -BLAST producen un alineamiento 
entre la proteína problema y proteínas homólogas. Las proteínas homólogas 
con estructura conocida se identificaron usando el servidor de reconocimiento 
de homología FUGUE (Shi et al., 2001). Los resultados de los homólogos 
obtenidos con FUGUE resultan de alineamientos basados en estructura a partir 
de una base de datos (HOMSTRAD), usando tablas de sustitución especificas 
del ambiente proteico generadas automáticamente seleccionando los mejores 
alineamientos. La predicción de estructura secundaria de la ANT(6) se realizó 
con el servidor JPRED (http://jura.ebi.ac.uk:8888/) y la determinación de los 
porcentajes de cada tipo estructural con GOR IV (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html). La búsqueda de homólogos 
remotos por predicción de plegamiento se realizó mediante los servidores 3D-
PSSM (http://www.bmm.icnet.uk/~3dpssm/), FUGUE y SAM-T99 
(http://www.soe.ucsc.edu/research/compbio/HMM-apps/T99-query.html). El 
alineamiento de secuencias se realizó con el programa CLUSTALW 
(http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/) (Thompson et al., 1994) y se refinó con 
SEAVIEW (Galtier et al., 1996). Por último, la modelización molecular de la 
estructura tridimensional se hizo con el programa MODELLER 
(http://guitar.rockefeller.edu/modeller/modeller.html) (Sali y Blundell, 1993). La 
energía final y la minimización de la estructura se desarrolla usando el campo 
de fuerzas de SYBYL (http://www.tripos.com/software/index.html). Los modelos 
obtenidos fueron evaluados con PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y con 
Verify3D. La superposición de la ANT(6) depositada en el Protein Data Bank y 
del monómero de la ANT(6) obtenido por modelización computacional se 
realizó con PYMOL. 
 
 
2.10. Determinación de CMI. 
 
Las cepas utilizadas en el estudio se inocularon en 5 mL de medio Mueller-
Hinton y se crecieron en agitación a 37 ºC. Transcurridas 24 h, se tomó un 1% 
de estos cultivos y se transfirieron a 5 mL de medio M-H. Se creció en agitación 
a 37 ºC y pasadas 24 h se volvió a repetir el procedimiento anterior. Esta 
operación se realizó a lo largo de 4 días. En el quinto día se inoculó un 1% de 
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la cepa control BL21(DE3) de E. coli en 1 mL de M-H, y se creció a 37 ºC en 
agitación hasta una D.O.600 nm∼ 0.5 UA. En ese momento se añadió una 
concentración de antibiótico entre 2-400 µg/mL procedente de una solución 
madre. Después de incubar ~24 h a 37 ºC, se registró la D.O.600 nm de cada una 
de las muestras. 
En el caso de la cepa BL21(DE3)/pET-aadk que sobre-expresa la ANT(6), 
se modificó ligeramente el anterior protocolo. Se inoculó un 1% de la cepa en 1 
mL de M-H y se creció hasta una D.O.600 nm∼ 0.3 UA. En ese momento, la 
temperatura de incubación se bajó a 30 ºC y se indujo el cultivo con 10 µL de 
0.5 M de IPTG. Cuando la D.O.600 nm alcanzó un valor de ~0.5 UA, se añadió la 
concentración deseada de cada antibiótico procedente de una solución madre. 
Las muestras se incubaron a 30 ºC durante ~24 h y tras este tiempo se registró 
la D.O.600 nm de cada una de las muestras. 
Los compuestos ensayados fueron: estreptomicina, neomicina B, neamina, 
espectinomicina y estreptidina, a unas concentraciones entre 2-400 µg/mL. 
En el caso en el que se estudió la recuperación de actividad del antibiótico 
estreptomicina al administrarlo junto con estreptidina, se añadieron ambos 
compuestos cuando la D.O.600 nm alcanzó un valor de ~0.5 UA. Las 
concentraciones ensayadas de estreptomicina fueron 10, 25, 50, 60, 70, 80, 
100 y 200 µg/mL, frente a 50, 100 y 400 µg/mL de estreptidina. 
 
 
2.11. Obtención de estreptidina, AMP-estreptidina y caracterización. 
 
Se realizó la hidrólisis de 0.5 g de estreptomicina con 150 μL de H2SO4 y 4 
mL de metanol a temperatura ambiente (Peck et al., 1946). Tras 48-72 h de 
reacción, se obtuvo un precipitado blanco que se filtró y lavó con metanol. Este 
producto se identificó como estreptidina por espectrometría de masas con 
ionización por electrospray (EM-ESI) realizada en los Servicios 
Espectroscópicos del Centro de Química Orgánica “Manuel Lora Tamayo”, 
CSIC, y por 1H-RMN. 
Se llevaron a cabo reacciones a temperatura ambiente en Hepes 100 mM 
pH 7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM ATP, 20 mM de estreptidina y 24 µM de ANT(6). 
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A las 48 h de reacción, se identificó el producto AMP-estreptidina por 
espectrometría de masas, 1H-RMN y 13C-RMN. 
En la 1H-RMN, se indica el disolvente deuterado, la temperatura y pH a la 
que se realizó el espectro, así como la frecuencia en la que está registrada el 
mismo. También se indican los desplazamientos químicos en la escala δ (ppm), 
la multiplicidad de las señales (s: singlete, d: doblete, t: triplete, c: cuartete, q: 
quintuplete, m: multiplete), el número de protones (deducidos por integración) y 
el valor de las constantes de acoplamiento J (Hz). 
En la 13C-RMN, se indican los desplazamientos químicos en la escala 
δ (ppm). 
 
- Estreptidina: 
1H-RMN (500 MHz, D2O, 298 K, pH 3.0): δ = 3.25–3.45 (m, 6H). 
EM (ESI): 263.0 [M + H]+. 
 
- AMP–estreptidina: 
1H-RMN (500 MHz, D2O, 298 K, pH 3.0): δ = 1.06 (t, 1H, J = 7.1Hz), 3.45 (m, 
5H), 3.90 (dd, 1H, J = 9.3, 18.8 Hz), 4.09 (m, 1H), 4.18 (d, 1H, J = 1.6 Hz), 4.27 
(m, 1H), 4.31 (s, 1H), 4.39 (t, 1H, J = 4.56 Hz), 4.45 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 6.07 (d, 
1H, J = 5.2 Hz), 8.34 (d, 1H, J = 4.5 Hz), 8.52 (t, 1H, J = 5.7 Hz). 
13C-RMN (125 MHz, D2O, 298 K): δ = 15.3, 58.2, 59.0, 65.5, 70.2, 70.6, 71.6, 
74.3, 77.1, 84.3, 88.2, 145.3, 158.0, 158.3. 
EM (ESI): 592.2 [M + H]+, 614.1 [M + Na]+. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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• Obtención de la 6-adeniltransferasa de Bacillus subtilis ssp. 
subtilis. 
 
La 6-adeniltransferasa es un enzima modificador de antibióticos 
aminoglicósidos que se encarga de transferir el grupo AMP procedente del ATP 
al hidroxilo en posición 6 del antibiótico estreptomicina (Figura 4.1). 
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Figura 4.1. Reacción de adenilación de la estreptomicina catalizada por la ANT(6). 
 
El gen aadk que codifica para esta proteína que confiere resistencia a 
estreptomicina en Bacillus subtilis ssp. subtilis, fue descrito por primera vez por 
el grupo de Kono y colaboradores (Kono et al., 1987; O’hara et al., 1988; 
Ohmiya et al., 1989). 
Con el fin de sobre-expresar el enzima, realizamos la amplificación del gen 
mediante PCR a partir del ADN de Bacillus subtilis ssp. subtilis, introduciendo 
las dianas de restricción EcoRI y HindIII en el diseño de los cebadores. La 
amplificación fue específica obteniéndose una banda de 855 pb 
correspondiente al tamaño del gen aadK (Figura 4.2a). 
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Figura 4.2. a) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de la amplificación por PCR del 
gen aadk. PM= Patrón de pesos moleculares en pb. b) Esquema de la clonación del 
gen aadK en el vector pGEM®-T Easy. 
 
A continuación, dicho fragmento se clonó en el vector pGEM®-T Easy con el 
fin de proceder a su secuenciación (Figura 4.2b). A partir de la secuencia 
traducida a aminoácidos (Figura 4.3) podemos obtener algunas de las 
características teóricas de la proteína 
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html). Esta proteína tiene un peso 
molecular estimado de 33907.6 Da, un punto isoeléctrico de 4.95 y un 
coeficiente de extinción molar a 280 nm de 67060 M-1·cm-1. 
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atgcgaagtgagcaggaaatgatggacatttttttggactttgctttgaacgatgagaga
M  R  S  E  Q  E  M  M  D  I  F  L  D  F  A  L  N  D  E  R
atccgattggtcactttggaagggtcacgtacaaacagaaatatccctcctgacaacttc
I  R  L  V  T  L  E  G  S  R  T  N  R  N  I  P  P  D  N  F
caagattatgacatctcgtattttgtaactgatgtagaatcttttaaagaaaatgatcag
Q  D  Y  D  I  S  Y  F  V  T  D  V  E  S  F  K  E  N  D  Q
tggctcgaaatctttgggaagcgcattatgatgcaaaaaccagaagatatggagcttttt
W  L  E  I  F  G  K  R  I  M  M  Q  K  P  E  D  M  E  L  F
cctcccgaattaggtaattggttttcatacattattctttttgaggatggcaacaaatta
P  P  E  L  G  N  W  F  S  Y  I  I  L  F  E  D  G  N  K  L
gatctaacccttattccaattcgtgaagcagaagattattttgctaataacgatggtttg
D  L  T  L  I  P  I  R  E  A  E  D  Y  F  A  N  N  D  G  L
gttaaggtattgcttgataaggattcgttcatcaactataaagtgaccccaaatgatcgc
V  K  V  L  L  D  K  D  S  F  I  N  Y  K  V  T  P  N  D  R
caatactggataaaaaggccgactgcaagggaatttgatgattgctgtaatgagttctgg
Q  Y  W  I  K  R  P  T  A  R  E  F  D  D  C  C  N  E  F  W
atggtttcgacttacgtagtaaaaggactagcaagaaatgaaatcctttttgccattgac
M  V  S  T  Y  V  V  K  G  L  A  R  N  E  I  L  F  A  I  D
catttaaatgaaattgtacgtcctaatttattgagaatgatggcctggcatatcgcatct
H  L  N  E  I  V  R  P  N  L  L  R  M  M  A  W  H  I  A  S
cagaaagggtattcatttagtatggggaagaactataaatttatgaagcggtacctttca
Q  K  G  Y  S  F  S  M  G  K  N  Y  K  F  M  K  R  Y  L  S
aataaagaatgggaggaactcatgtctacatattctgtgaatgggtatcaggaaatgtgg
N  K  E  W  E  E  L  M  S  T  Y  S  V  N  G  Y  Q  E  M  W
aagtctttatttacttgctatgcattatttagaaagtattcaaaagctgtatcagaaggt
K  S  L  F  T  C  Y  A  L  F  R  K  Y  S  K  A  V  S  E  G
cttgcatataagtatcctgattacgatgaaggtattactaagtatacggaaggtatttat
L  A  Y  K  Y  P  D  Y  D  E  G  I  T  K  Y  T  E  G  I  Y
tgctcagtaaag
C  S  V  K
 
Figura 4.3. Secuencia del gen aadk. En verde se muestra la traducción a 
aminoácidos. 
 
Una vez comprobada que la secuencia era la correcta, el gen aadk se 
subclonó en el vector de expresión pET-28b(+). Este vector de expresión de 
alto número de copias y cuyo promotor proporciona niveles altos de sobre-
expresión de la proteína recombinante, codifica para un péptido que contiene 
una cola de seis histidinas a ambos lados del sitio de policlonación. En nuestra 
construcción, la proteína de interés se expresó con una cola de histidinas en el 
extremo N-terminal. Esta cola de histidinas presenta una afinidad alta por 
cationes divalentes, lo que nos facilitará su purificación posterior a partir del 
extracto total de proteína soluble mediante cromatografía de afinidad a iones 
metálicos inmovilizados (IMAC) (Chaga, 2001). Para la subclonación, tanto el 
inserto como el vector se sometieron a digestión con los enzimas de restricción 
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EcoRI y HindIII (Figura 4.4a). Tras el ligamiento de ambos, se procedió a la 
transformación de E. coli BL21(DE3) con dicha construcción (Figura 4.4b). 
 
 
Figura 4.4. a) Digestión con EcoRI y HindIII. 1= gen aadk; 2= vector pET-28b(+). PM= 
Patrón de pesos moleculares en pb. b) Esquema de la subclonación del gen aadk en 
el vector de expresión pET-28b(+). 
 
En nuestro caso, la expresión de proteína bajo el control del promotor T7 
inducible por IPTG (Studier et al., 1990), nos permitió una sobre-expresión de 
la ANT(6) en la fracción de proteína soluble (Figura 4.5). La purificación de 
ANT(6) en un solo paso por IMAC con elución por imidazol nos permitió 
obtener la proteína con un grado de pureza superior al 85% y una productividad 
final de ~50 mg de ANT(6) pura por litro de cultivo. 
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Figura 4.5. Gel SDS-PAGE al 13% de la sobre-expresión y purificación de la ANT(6). 
PM= Patrón de pesos moleculares en kDa; 1= Extracto de proteínas tras tratamiento 
con lisozima; 2= ANT(6) eluída, tras purificación por resina de Ni2+, con 0.25 M de 
imidazol. 
 
La proteína recombinante tiene 33 aminoácidos adicionales en el extremo 
N-terminal por lo que su peso molecular —deducido a partir de la secuencia— 
es de 37421.5 Da. El punto isoeléctrico teórico de 5.65 es ligeramente superior 
al calculado para la proteína nativa, mientras que el coeficiente teórico de 
extinción molar a 280 nm disminuye a 64150 M-1·cm-1. 
 
 
• Caracterización bioquímica de la ANT(6). 
 
- Análisis de aminoácidos. 
 
Se procedió a la realización de un análisis de aminoácidos de la ANT(6) con 
el fin de determinar el coeficiente de extinción molar experimental, así como 
para obtener una identificación inicial de la proteína.  
Del extracto crudo de proteínas, se purificó ANT(6) mediante IMAC con un 
FPLC, obteniéndose un pico de elución mayoritario a una concentración ~0.25 
M de imidazol. En este pico se observó la existencia de otro pico pequeño que 
solapaba con el mayor (Figura 4.6). 
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Figura 4.6. Cromatograma de purificación de un extracto de proteínas por FPLC. En el 
inserto se muestra el pico de elución de interés ampliado con el número de las 
fracciones. 
 
A continuación, se procedió al análisis por electroforesis SDS-PAGE de las 
diferentes fracciones que componían el pico con el fin de descartar aquellas 
que presentasen otras proteínas que no fuesen la ANT(6), ya que la pureza de 
la muestra es fundamental a la hora de realizar el análisis de aminoácidos. El 
análisis de las fracciones nos mostró que en las primeras fracciones había 
otras proteínas, y que a partir de la fracción 9 sólo se encontraba la ANT(6) 
(Figura 4.7). 
 
Figura 4.7. Gel SDS-PAGE al 13% de la purificación de un extracto de proteínas por 
FPLC y las diferentes fracciones analizadas eluídas en 0.25 M de imidazol. PM= 
Patrón de pesos moleculares en kDa. 
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Así, elegimos la fracción 10 y 11 para realizar el análisis de aminoácidos. El 
cálculo de la cantidad de proteína necesaria para realizar el análisis se realizó 
utilizando el coeficiente de extinción molar teórico. 
Como primer criterio para identificar la proteína, se observa una buena 
correlación entre el número de aminoácidos esperados en función de la 
secuencia y el número de aminoácidos encontrados experimentalmente (Tabla 
4.1). 
Tabla 4.1. Resultados del análisis de aminoácidos. 
Aminoácidos Nº teórico de aa
σ±x del nº experimental 
 de aa 
Asxa 40 42.7 ± 0.6 
Thr 12 12.7 ± 0.6 
Ser 23 24.7 ± 0.6 
Glxa 33 37.7 ± 0.6 
Gly 18              19 
Ala 12              13 
Cys   4    1.7 ± 0.6 
Val 14 13.4 ± 0.6 
Met 17 16.4 ± 0.6 
Ile 18 16.5 ± 0.6 
Leu 25              26 
Tyr 19              19 
Phe 18              18 
His   9   7.7 ± 1.1 
Lys 20 19.7 ± 0.6 
Arg 17              17 
Pro 11              12 ± 1 
Trp   7 N.D.b 
a Tanto la asparagina como la glutamina se desaminan durante el 
proceso de análisis de aminoácidos y se detectan como ácido 
glutámico y aspártico respectivamente. 
b No determinado. Los triptófanos que no han sido alquilados 
previamente se destruyen durante el análisis. 
 
Para el cálculo del coeficiente de extinción molar, sólo se consideraron 
aquellos aminoácidos cuyo número determinado experimentalmente se 
desviaba menos de tres unidades respecto al valor teórico. 
Con la misma muestra que se utilizó para el análisis de aminoácidos se 
realizó una recta de calibrado con absorbancias a 280 nm comprendidas entre 
0.07 y 0.33 UA (Figura 4.8). Así, con las concentraciones corregidas en base a 
los resultados del análisis de aminoácidos pudimos determinar el coeficiente de 
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extinción molar experimental como la pendiente de dicha recta de calibrado. El 
resultado obtenido fue de ε280= 99374.9 M-1 cm-1. A la vista de este resultado 
podemos comprobar que la tendencia habitual de utilizar el coeficiente de 
extinción molar teórico para el cálculo de concentración de proteína supondría 
una sobrestimación de la concentración de 1.6 veces. 
[ANT(6)] (M)
5,0e-7 1,0e-6 1,5e-6 2,0e-6 2,5e-6 3,0e-6 3,5e-6
A
bs
28
0
0,05
0,10
0,15
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Figura 4.8. Recta de calibrado de absorbancia a 280 nm frente a la concentración de 
proteína corregida por el análisis de aminoácidos. En rojo se muestra el ajuste de los 
datos experimentales a una regresión lineal. 
 
 
- Estudio de fluorescencia. 
 
La espectroscopía de emisión de fluorescencia permite determinar el 
ambiente local en el que se encuentran los residuos de triptófano en función de 
factores externos, como el pH, fuerza iónica, temperatura y condiciones 
desnaturalizantes. En general, el espectro de emisión en una proteína suele 
estar dominado por el del triptófano, ya que la sensibilidad de éste es mayor 
que la de otros fluoróforos, como las tirosinas (Ghisla et al., 1974). La ANT(6) 
posee en su secuencia 19 tirosinas y 7 triptófanos responsables de sus 
propiedades de fluorescencia. 
La excitación a 275 nm da lugar a un espectro de emisión total que posee 
un máximo a 345 nm (Figura 4.9). Este máximo prácticamente coincide con el 
descrito para triptófanos libres en solución acuosa (348-350 nm) (Lakowicz, 
1999). Esto indicaría que el microambiente de los triptófanos en la ANT(6) 
Resultados y Discusión 
93 
debido al plegamiento de la proteína es significativamente hidrofílico y que por 
lo tanto, estarían expuestos al medio. El espectro de emisión obtenido tras la 
excitación a 295 nm fue prácticamente idéntico al obtenido anteriormente, lo 
cual indica una contribución casi nula de las tirosinas al espectro de emisión 
total de fluorescencia de la ANT(6). Esta contribución es mucho menor de la 
esperada dado el alto número de tirosinas que posee la proteína en su 
secuencia, y podría ser debida a la existencia de transferencia de energía de 
fluorescencia de las tirosinas a los triptófanos cercanos o porque se produzca 
una desactivación bimolecular de fluorescencia (“quenching”) por otras 
cadenas laterales de aminoácidos próximos (Serrano et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9. Espectro de emisión de fluorescencia de la ANT(6) en fosfato 5 mM pH 
7.5. La línea sólida representa el espectro obtenido tras la excitación a 275 nm. La 
línea discontinua es la contribución de las tirosinas al espectro global. 
 
 
- Estudio de estructura secundaria. Dicroísmo Circular. 
 
Los diferentes tipos de estructura secundaria de proteínas y péptidos 
poseen espectros de DC característicos en la zona del ultravioleta lejano (180-
250 nm) (Figura 4.10). 
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Figura 4.10. Espectros de dicroísmo circular de varios tipos de estructura secundaria: 
(■) α-hélice, (●) β-lámina, y (▲) estructura desordenada. 
 
Los espectros de dicroísmo en esta región, se deben principalmente a los 
enlaces amida que unen los residuos de aminoácidos entre sí (Kelly et al., 
2005). 
Existen numerosos algoritmos que usan los datos de DC obtenidos en el 
ultravioleta lejano para realizar una estimación de la composición de la 
estructura secundaria de las proteínas. La mayoría emplean bases de datos 
que contienen los espectros de DC de proteínas resueltas por difracción de 
rayos-X. En nuestro caso el análisis de los espectros de DC obtenidos se 
realizó con el paquete informático CDPro compuesto por tres programas de 
cálculo: CONTIN, CDSSTR y SELCON3 (Sreerama y Woody, 2000). Se 
empleó el grupo de referencia nº 4 que está compuesto por 43 proteínas cuyos 
espectros de dicroísmo circular y estructura secundaria son conocidos y están 
analizados entre 190-240 nm. Este grupo de referencia es el más adecuado en 
nuestro caso ya que es el que está integrado por el mayor número de proteínas 
con estructuras secundarias resueltas en el mismo rango del ultravioleta lejano 
en el que realizamos los ensayos. 
Los espectros de DC obtenidos a 25 ºC de la ANT(6) se ajustaron con muy 
buena correlación a los valores teóricos (Figura 4.11). Además, el resultado de 
los tres programas fue muy similar, por lo que se puede considerar la utilización 
de la media de los tres programas con su correspondiente desviación estándar 
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como resultado. La señal de los espectros de la ANT(6) posee dos mínimos a 
~208 nm y ~222 nm y un máximo a ~192 nm, los cuales son característicos de 
una estructura secundaria predominantemente de tipo α-hélice (Pelton y 
McLean, 2000). 
 
Figura 4.11. Espectros de DC a 25 ºC de la ANT(6). Los puntos rojos representan los 
datos experimentales y la línea continua los ajustes de los espectros teóricos 
calculados con los programas informáticos: a) CONTIN, b) CDSSTR y c) SELCON3. 
 
Al realizar el cálculo de la contribución de cada tipo de estructura con el 
programa CDPro, obtuvimos una contribución mayoritaria de α-hélice del 47.2% 
(Tabla 4.2). 
 
Tabla 4.2. Porcentaje de cada tipo estructural calculado con los tres programas 
informáticos con su correspondiente media y desviación estándar. 
 CONTIN CDSSTR SELCON3 σ±x  
% α-hélice 48.2 45.8 47.7 47.2 ± 1.3 
% β-lámina 10.3 14.5 11.7 12.2 ± 2.1 
% Giros 13.5 15.6 15.8 15 ± 1.3 
% Desordenada 28 24.9       27.3 26.7 ± 1.6 
 
La ANT(4’) de Staphylococcus aureus tiene una estructura 
predominantemente de tipo α-hélice (Sakon et al., 1993). Según su estructura 
tridimensional, posee un 55% de α-hélice y un 13% de β-lámina. En 2006 se 
publicó un trabajo en el que se realizaba un estudio de dicroísmo circular de 
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una ANT(6) de Corynebacterium acetoacidophilum expresada en E. coli (Jana 
et al., 2006). En él se determina una estructura mayoritariamente de tipo α-
hélice al igual que en nuestro caso, estimándose un porcentaje de 65.7% de α-
hélice y una cantidad de β-lámina de un 8.4% con el programa informático 
SELCON3. Así mismo, recientemente se depositó en el Protein Data Bank la 
estructura tridimensional de la ANT(6) de Bacillus subtilis, la cual presenta un 
47% de α-hélice y un 14% de β-lámina, coincidiendo con los datos 
experimentales obtenidos en nuestro caso por DC. Hasta la fecha todas las 
adeniltransferasas descritas presentan una estructura predominante de tipo α-
hélice. 
 
 
Estudio del efecto de diferentes iones divalentes sobre la estructura secundaria 
de la ANT(6). 
 
La ANT(6) es una proteína que precisa del cofactor magnesio para poder 
llevar a cabo la reacción de adenilación. Por ello, nos planteamos estudios de 
dicroísmo circular en los que estuviese presente dicho cofactor a diferentes 
concentraciones, así como otros iones divalentes (Ca2+ y Mn2+), con el fin de 
averiguar si su presencia podía ejercer algún efecto sobre la estructura 
secundaria de la proteína. 
En el caso de los ensayos con MgCl2, se observó que a concentraciones 
crecientes existía una transición de estructura tipo α-hélice a β-lámina (Figura 
4.12). En este tipo de transición los mínimos típicos de α-hélice a ~208 nm y 
~222 nm son menos intensos, lo mismo que el máximo a ~192 nm. Por otro 
lado, el espectro típico de β-lámina se caracteriza por la presencia de un 
mínimo a ~216 nm y un máximo entre 195-200 nm (Pelton y McLean, 2000). La 
transición observada se produce sobre todo a partir de 20 mM de MgCl2. De 
hecho, el porcentaje de α-hélice pasa de 47.2% en ausencia de Mg2+, a 32.5% 
en presencia de una concentración de 20 mM de MgCl2. A su vez, el porcentaje 
de β-lámina pasa de un 12.2% a un 19.5%. También es destacable el aumento 
en el porcentaje de giros a concentraciones crecientes de MgCl2, pasando de 
un 15% en ausencia de Mg2+, a 21.9% en presencia de una concentración de 
30 mM de MgCl2. 
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Figura 4.12. Espectros de DC de la ANT(6) a 25 ºC en presencia de diferentes 
concentraciones de MgCl2 y media de los porcentajes calculados para cada tipo 
estructural. α= α-hélice, β= β-lámina, G= giros, D= estructura desordenada. 
 
La representación de la fracción molar de α-hélice y de β-lámina frente a la 
concentración de MgCl2, nos permite determinar la concentración a la cual la 
mitad de la estructura de tipo α-hélice se ha convertido en β-lámina (Figura 
4.13). Esta transición se produce a una concentración de 14.7 mM de MgCl2. 
 
Figura 4.13. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes concentraciones de MgCl2. 
 
En los estudios con CaCl2, se observa el mismo tipo de comportamiento, 
pero más gradual (Figura 4.14). 
%α      %β     %G     %D 
47.2    12.2    15       26.7 
47.4    11.8    14.9    26.8 
46.6    12.5    15.1    26.4 
42.4    13.8    17.1    27.7 
32.5    19.5    20       27.7 
29.7    20.7    21.9    27.3 
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Figura 4.14. Espectros de DC de la ANT(6) a 25 ºC en presencia de diferentes 
concentraciones de CaCl2 y media de los porcentajes calculados para cada tipo 
estructural. α= α-hélice, β= β-lámina, G= giros, D= estructura desordenada. 
 
La transición de α-hélice a β-lámina es más intensa que en el caso del 
MgCl2, produciéndose una mayor pérdida de estructura de tipo α-hélice. Así, el 
porcentaje de α-hélice pasa de 47.2% en ausencia de Ca2+, a 24.3% en 
presencia de una concentración de 30 mM de CaCl2. Del mismo modo, el 
porcentaje de β-lámina aumenta de un 12.2% a un 25.6% También podemos 
observar que la transición comienza a concentraciones más bajas del ión, a 
partir de una concentración de 2.5 mM. El porcentaje de giros también aumenta 
a medida que se eleva la concentración de CaCl2, pasando de un 15% en 
ausencia de Ca2+, al 21.5% en presencia de una concentración de 30 mM de 
CaCl2. 
En la representación de la fracción molar de α-hélice y de β-lámina frente a 
la concentración de CaCl2, se determinó una concentración de 12.1 mM a la 
cual la mitad de la estructura de tipo α-hélice se transforma en β-lámina (Figura 
4.15). Así, a una concentración menor que la de MgCl2 obtenemos el mismo 
resultado, por lo que el calcio produce un efecto más desestabilizador que el 
magnesio. 
%α      %β     %G     %D 
47.2    12.2    15       26.7 
47.3    11.9    15.8    26 
43       14       16.9    27.1 
35       17.2    20.3    27.4 
28.6    22.4    20.5    27.7 
24.3    25.6    21.5    27.4 
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Figura 4.15. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes concentraciones de CaCl2. 
 
El efecto del ión Mn2+ sobre la estructura secundara de la proteína es 
mucho más drástico que en los dos casos estudiados anteriormente, 
detectándose una gran pérdida de estructura secundaria de tipo α-hélice 
(Figura 4.16). 
 
Figura 4.16. Espectros de DC de la ANT(6) a 25 ºC en presencia de diferentes 
concentraciones de MnCl2 y media de los porcentajes calculados para cada tipo 
estructural. α= α-hélice, β= β-lámina, G= giros, D= estructura desordenada. 
 
Al representar la fracción molar de α-hélice y de β-lámina frente a la 
concentración de MnCl2, obtenemos que a una concentración de 5.2 mM es 
cuando el 50% de α-hélice ha pasado a β-lámina (Figura 4.17). Así, la 
%α      %β     %G     %D 
47.2    12.2    15       26.7 
40.5    15.6    18.9    25.3 
29       24.4    19.8    26.9 
15       33.8    23.6    25.6 
10.1    36.7    22.7    28.4 
  9.7    35.3    23.5    30.9 
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presencia del manganeso es la que causa el efecto más desestabilizador en la 
estructura secundaria de la ANT(6). 
 
Figura 4.17. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes concentraciones de MnCl2. 
 
 
- Estudio de la ANT(6) frente a temperatura. 
 
El efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de la ANT(6) se 
estudió por dicroísmo circular mediante dos tipos diferentes de experimentos: 
ensayos en el ultravioleta lejano a temperatura constante entre 25 y 80 ºC y 
ensayos de desnaturalización térmica entre 25 y 90 ºC. En éstos últimos se 
monitorizó el cambio de elipticidad a 222 nm por ser una de las longitudes de 
onda en las que se encuentra un mínimo característico de la estructura 
secundaria de tipo α-hélice. Así mismo, ambos tipos de estudios se realizaron 
en ausencia y presencia de MgCl2, para poder analizar si existe algún efecto 
sinérgico entre la acción de la temperatura y la presencia del cofactor. 
 
 
Ensayos de desnaturalización. 
 
La curva de desnaturalización térmica obtenida se puede analizar 
suponiendo un modelo de dos estados en el proceso de desnaturalización en el 
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que sólo se encuentran presentes un estado inicial (nativo) y un estado final 
(desnaturalizado) y que se ajusta a la ecuación 1 (Figura 4.18). 
Este tipo de modelo se produce debido a la existencia de cooperatividad en 
el proceso de desplegamiento de la proteína —una vez que una molécula 
comienza a desplegarse se desencadena el desplegamiento rápido de todas 
las demás moléculas— y a la baja estabilidad de los intermedios de 
desplegamiento (Van Mierlo y Steensma, 2000). La ANT(6) presenta un 
comportamiento que se ajusta a este modelo de transición entre dos estados 
donde la TM calculada fue de 53.1ºC. 
 
Figura 4.18. Ensayo de desnaturalización térmica de la ANT(6). 
 
Una vez finalizado el ensayo no se procedió al enfriamiento de la muestra 
para ver la recuperación de la estructura, debido a que en la cubeta había una 
gran cantidad de proteína agregada. 
 
 
Ensayos en el ultravioleta lejano. 
 
En los ensayos de la ANT(6) en el ultravioleta lejano, podemos observar 
cómo a temperaturas crecientes, se va produciendo una transición de 
estructura secundaria de tipo α-hélice a β-lámina (Figura 4.19). En ella 
pasamos de un 47.2% de α-hélice a 25 ºC, a un 19.3% a 80 ºC; y de un 12.2% 
de β-lámina a 25 ºC a un 32.4% a 80 ºC. 
TM= 53.1 ± 0.3ºC 
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Figura 4.19. Espectros de DC de la ANT(6) a diferentes temperaturas y media de los 
porcentajes calculados para cada tipo estructural. α= α-hélice, β= β-lámina, G= giros, 
D= estructura desordenada. 
 
Por otro lado, la representación de la fracción molar de α-hélice y de β-
lámina frente a la temperatura, nos permite determinar la temperatura a la cual 
la mitad de la estructura de tipo α-hélice se ha convertido en β-lámina, y que 
resultó ser 56 ºC (Figura 4.20). 
 
Figura 4.20. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes temperaturas. 
 
Esta temperatura de 56 ºC obtenida para la ANT(6) es ligeramente superior 
a la hallada en el ensayo de desnaturalización, pero esto es debido a que 
ambos estudios tienen características diferentes. En los realizados en el 
%α      %β     %G     %D 
47.2    12.2    15       26.7 
47.7    13       15.2    24.9 
48.9    11.9    14.4    24.8 
43.1    14.9    16.2    26.4 
32.8    19.8    20       28.1 
23.2    27.3    21.3    28.9 
20.5    30.9    21.1    27.9 
19.3    32.4    21.2    27.4 
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ultravioleta lejano, la muestra que se encuentra a temperatura ambiente se 
somete a aquella temperatura que hemos seleccionado en el equipo, la 
dejamos unos minutos y comenzamos a registrar el espectro de estructura 
secundaria. Sin embargo en los estudios de desnaturalización, la muestra de 
proteína está sometida a un aumento de la temperatura a una velocidad 
constante, en la que no se permite que la muestra alcance el equilibrio en cada 
temperatura en la que se registra la señal. Así, en ambos tipos de ensayos 
partimos de una población de proteína que se encuentra en diferentes 
situaciones de equilibrio a la temperatura de registro. 
No existen datos de la termoestabilidad de la ANT(6) de Corynebacterium 
acetoacidophilum ni de la de Bacillus subtilis estudiada por Kono y 
colaboradores, aunque en este último caso se apunta que la temperatura 
óptima para la actividad del enzima es de 35 ºC (Kono et al., 1987). En el caso 
de la ANT(2’’)-Ia de Pseudomonas aeruginosa, se llevó a cabo un estudio por 
dicroísmo circular de la desnaturalización térmica del enzima (Wright y 
Serpersu, 2005). Los autores señalan una temperatura de 32 ºC a la cual el 
enzima comienza a perder parte de su estructura secundaria, con una TM de 45 
ºC. 
 
 
Ensayos de desnaturalización en presencia de MgCl2. 
 
En los ensayos de desnaturalización en presencia de concentraciones 
crecientes de MgCl2 observamos que la proteína se comportaba de forma 
diferente a como lo hacía en ausencia del cofactor (Figura 4.21). 
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Figura 4.21. Ensayos de desnaturalización térmica de la ANT(6) a diferentes 
concentraciones de MgCl2. 
 
A una concentración de 2.5 mM de MgCl2 en el medio, obtenemos que los 
datos no se ajustan a una desnaturalización entre dos estados con una única 
transición. (Figura 4.22). En este caso, podríamos estar detectando un 
intermedio parcialmente desnaturalizado, además de la proteína en su estado 
nativo inicial y en su estado desnaturalizado final. La naturaleza del intermedio 
detectado no está clara, pero podría estar relacionada con algún dominio de la 
proteína que se desnaturalizase en primer lugar. 
 
Figura 4.22. Ensayo de desnaturalización térmica de la ANT(6) en presencia de 2.5 
mM de MgCl2. 
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En el caso del ensayo de desnaturalización con 5 mM de MgCl2, 
observamos que también se da una transición entre varios estados como en el 
anterior ensayo, pero la primera de ellas es mucho menos marcada (Figura 
4.23). Podría ser que esta primera transición se debiese a una 
desestructuración en una zona más sensible de la proteína. 
 
Figura 4.23. Ensayo de desnaturalización térmica de la ANT(6) en presencia de 5 mM 
de MgCl2. 
 
En los ensayos a concentraciones de 10, 20 y 30 mM de MgCl2, volvemos a 
obtener una curva de desnaturalización entre dos estados y una TM muy similar 
a la de la ANT(6) en ausencia de Mg2+ (Figura 4.24). 
 
Figura 4.24. Ensayo de desnaturalización térmica de la ANT(6) en presencia de 10, 20 
y 30 mM de MgCl2. 
 
Resultados y Discusión 
106 
Así, en el ensayo con una concentración de 10 mM de MgCl2 obtenemos 
una TM de 54.5 ºC, en presencia de 20 mM de MgCl2 una TM de 54.6 ºC y a 30 
mM de MgCl2 una TM de 52.1 ºC. 
 
 
Ensayos en el ultravioleta lejano en presencia de MgCl2. 
 
Para evaluar en más detalle el efecto de la presencia conjunta de 
temperatura y magnesio, realizamos ensayos en el ultravioleta lejano. Elegimos 
un rango de temperaturas entre 50 y 60 ºC, ya que es en esta franja en la que 
se produce la desnaturalización de la proteína, y unas concentraciones de 2.5, 
5 y 10 mM de MgCl2, ya que a partir de 10 mM de MgCl2 no se observaron 
cambios significativos en el comportamiento del enzima en los ensayos de 
desnaturalización. 
En los espectros obtenidos podemos observar que a medida que aumenta 
la temperatura, el efecto de la concentración de MgCl2 es mayor (Figura 4.25). 
 
Figura 4.25. Espectros de DC de la ANT(6) a diferentes concentraciones de MgCl2 y 
temperaturas: a) 50 ºC, b) 55 ºC, y c) 60 ºC. 
 
Sin embargo, esta situación no se ve reflejada en los datos obtenidos por el 
cálculo de los tres programas informáticos que integran CDPro (Tabla 4.3). En 
el estudio realizado a 50 ºC podemos ver que a una concentración de MgCl2 de 
2.5 mM, la proporción de α-hélice aumenta, mientras que a 5 mM existe casi el 
mismo porcentaje que en ausencia de magnesio y que a 10 mM de MgCl2 hay 
Resultados y Discusión 
107 
una pérdida de un 5% de α-hélice (Tabla 4.3). A 55 ºC la presencia de MgCl2 
no parece ejercer ningún efecto significativo en la estructura secundaria de la 
proteína, ya que apenas existe variación en los porcentajes obtenidos para 
cada tipo estructural  (Tabla 4.3). En los ensayos realizados a 60 ºC existe un 
aumento en la proporción de α-hélice, excepto en el ensayo efectuado en 
presencia de 5 mM de MgCl2 en el que existe un porcentaje de α-hélice inferior 
al esperado en vista de los otros resultados, y que pudiera ser debido a un 
error en la preparación de la muestra o en el registro del ensayo (Tabla 4.3). 
 
Tabla 4.3. Medias y desviaciones estándar de los porcentajes obtenidos para 
cada tipo estructural en cada una de las condiciones ensayadas. 
  0 mM 
MgCl2 
2.5 mM 
MgCl2 
5 mM 
MgCl2 
10 mM 
MgCl2 
T= 50 ºC % α-hélice 43.1 ±1.7 48.1 ±1.9 43.9 ±1.9 38.1 ±3.2 
 % β-lámina 14.9 ±0.6 11.9 ±0.1 12.7 ±2.2 15.7 ±1.3 
 % Giros 16.2 ±0.4 16 ±0.6 17.5 ±0.9 19.9 ±2.7 
 % Desordenada 26.4 ±1.3 25.1 ±1.4 26.6 ±1.7 26.8 ±1.3 
T= 55 ºC % α-hélice 32.8 ±1.1 33.0 ±3.8 34 ±5.0 31.5 ±4.3 
 % β-lámina 19.8 ±0.8 19.4 ±3.0 19.1 ±2.2 21.6 ±2.3 
 % Giros 20 ±1.2 20.5 ±1.4 20.8 ±3.0 20.3 ±2.7 
 % Desordenada 28.1 ±0.9 27.3 ±0.9 26.9 ±1.7 26.6 ±1.7 
T= 60 ºC % α-hélice 23.2 ±0.6 29.3 ±5.4 17.7 ±1.1 27.5 ±6.8 
 % β-lámina 27.3 ±1.2 20.1 ±3.6 30.3 ±1.2 22.9 ±4.0 
 % Giros 21.3 ±0.4 22.2 ±1.7 22.8 ±1.2 22 ±5.3 
 % Desordenada 28.9 ±1.2 27.2 ±1.1 29.2 ±1.7 27.6 ±3.2 
 
La representación de la fracción molar de α-hélice y de β-lámina frente a la 
temperatura para cada una de las concentraciones de MgCl2 ensayadas nos 
permite determinar la temperatura a la cual la mitad de la estructura de tipo α-
hélice se ha convertido en β-lámina. En el caso del estudio a 2.5 mM de MgCl2 
esta temperatura es de 54.7 ºC, para 5 mM de MgCl2 es de 55.7 ºC y para 10 
mM, 52.6 ºC (Figura 4.26). Todas estas temperaturas son muy similares a la 
obtenida con el mismo tipo de representación frente a la temperatura y en 
ausencia de MgCl2 (56 ºC), excepto en el caso de la presencia de 10 mM de 
MgCl2 en el que si que parece que existe un efecto significativo de la presencia 
conjunta de temperatura y MgCl2. 
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Figura 4.26. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes concentraciones de MgCl2 y temperaturas: a) 2.5 mM MgCl2, b) 5 mM 
MgCl2, y c) 10 mM MgCl2. 
 
La disparidad de los datos obtenidos en los ensayos en presencia de MgCl2 
y temperatura con cada programa informático, se ve reflejada en los altos 
valores de desviación estándar en comparación con los valores obtenidos en 
las mismas condiciones pero en ausencia de ión divalente (Tabla 4.3). Por ello, 
nos planteamos que el comportamiento detectado en estas condiciones de 
ensayo podría ser debido a una agregación de la proteína. 
 
 
- Estudio de autoagregación. 
 
Realizamos ensayos de autoagregación de la ANT(6) en presencia de 
MgCl2 y temperatura con el fin de averiguar si la proteína agregaba en las 
condiciones de ensayo que habíamos utilizado en los estudios de dicroísmo 
circular (Tabla 4.4). 
 
a b
c 
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Tabla 4.4. Resultados de los ensayos de autoagregación de la 
ANT(6) a diferentes temperaturas y concentraciones de MgCl2. 
 [MgCl2] (mM) 
ΔAbs400 
(mUA) 
vagregación 
(mUA·min-1) 
 2.5 0.0035 0.2·10-3 
T= 25 ºC 10 0.007 0.5·10-3 
 30 0.138 9.2·10-3 
 2.5 0.027 1.8·10-3 
T= 45 ºC 10 0.064 4.3·10-3 
 30 0.108 7.2·10-3 
 
Los resultados nos muestran que a 25 ºC y en presencia de 
concentraciones crecientes de MgCl2, se da un aumento en el incremento de 
absorbancia a 400 nm y de la velocidad a la que agrega la muestra. Esta 
situación se ve incentivada a 45 ºC. 
Así, la ANT(6) agrega a medida que aumenta la temperatura y la 
concentración de MgCl2 en el medio. 
 
 
- Estudio de ultracentrifugación. 
 
Dado que los estudios de equilibrio de sedimentación permiten determinar 
la masa molecular de las especies macromoleculares que sedimentan en cada 
caso, y si existen agregados en la muestra de proteína, abordamos el estudio 
de la ANT(6) tanto en ausencia como en presencia de MgCl2. 
Los resultados obtenidos se correspondían con un comportamiento típico en 
el que existen fenómenos de agregación (Figura 4.27). 
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Figura 4.27. Ensayo de equilibrio de sedimentación de la ANT(6) a diferentes 
concentraciones de MgCl2. Mw= Masa molecular aparente; Mw0=Masa molecular del 
monómero. 
 
Así, la muestra de ANT(6) se comporta como una mezcla heterogénea de 
agregados de aproximadamente 6 miembros hasta agregados que tienden a 
comportarse como un dímero. Cuando incluimos Mg2+ en el experimento, 
aunque el comportamiento general se mantenía —las muestras continuaban 
comportándose como mezclas heterogéneas de agregados—, el análisis más 
detallado revelaba diferencias significativas. Así, el Mg2+ provoca una 
disminución en el tamaño máximo de los agregados que es inversamente 
proporcional a la concentración del ión. 
Analizando en conjunto los datos obtenidos de los estudios de DC y 
ultracentrifugación, los resultados sugieren que, al menos, parte del efecto 
observado del Mg2+ en la estructura de la ANT(6) podría estar relacionado con 
el equilibrio de agregación-disgregación. Los resultados de dicroísmo circular 
en el ultravioleta lejano obtenidos para la ANT(6) en presencia de magnesio y 
de temperatura, podrían deberse a la existencia de proteína agregada en la 
muestra. 
 
 
ANT(6) 
+ 2.5 mM MgCl2 
+ 20 mM MgCl2 
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- Estudio de ANT(6) sin cola de histidinas [ANT(6)ΔHis]. 
 
Los resultados expuestos anteriormente indicaban que la ANT(6) 
recombinante presentaba una clara tendencia a la agregación y que ésta 
podría explicar algunos de los resultados obtenidos en los ensayos de 
dicroísmo circular. Debido a que la presencia de la cola de histidinas en 
proteínas recombinantes puede jugar un papel crítico en el plegamiento 
correcto de la proteína, decidimos evaluar el comportamiento del enzima sin el 
fragmento de histidinas con el fin de comprobar si esta predisposición a la 
agregación era debida a la presencia de la cola de histidinas en el extremo N-
terminal de la proteína. 
Para llevar a cabo este estudio, el primer paso fue la eliminación de la cola 
de histidinas de la proteína. El plásmido de expresión pET-28b(+) posee en su 
secuencia un sitio de corte por trombina, que es la secuencia de aminoácidos: 
Leu·Val·Pro·Arg·Gly·Ser (Chang et al., 1985). La trombina corta el enlace entre 
la arginina y la glicina, liberándose el fragmento deseado. El análisis por SDS-
PAGE de la ANT(6) sometida a la acción de la trombina nos mostró una 
proteína del tamaño esperado (Figura 4.28). 
 
Figura 4.28. Gel SDS-PAGE al 13% de la eliminación del fragmento de histidinas por 
corte con trombina. PM= Patrón de pesos moleculares en kDa; 1y 2= ANT(6) sometida 
a digestión con trombina; 3= ANT(6) sin cortar. 
 
Los parámetros teóricos calculados a partir de la secuencia de aminoácidos 
de la ANT(6)ΔHis, cambian ligeramente con respecto a la ANT(6) 
recombinante. El coeficiente de extinción molar a 280 nm —64390 M-1·cm-1— 
se mantiene prácticamente invariable. En el punto isoeléctrico se observa un 
97.0 
30.0 
45.0 
66.0 
20.1 
14.4 
PM 1 2 3 
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descenso de aproximadamente 0.5 puntos hasta un valor de 5.08 frente al 5.65 
que presenta la proteína con la cola de histidinas, y el peso molecular 
disminuye a los 35539.4 Da. 
El cálculo de concentración de proteína en todos los ensayos realizados con 
la ANT(6)ΔHis, se efectuó utilizando el coeficiente de extinción molar obtenido 
experimentalmente para la ANT(6) (ε280= 99374.9 M-1·cm-1), ya que al 
mantenerse los coeficientes teóricos de ambas muy similares, podemos 
presuponer que los experimentales también lo serían. 
Al analizar el comportamiento cinético de la ANT(6)ΔHis, obtuvimos una 
eficacia catalítica (kcat/KM) para el sustrato ATP de 1.9·102 s-1·M-1, que fue 
prácticamente igual a la obtenida en las mismas condiciones con la ANT(6), tal 
como se detallará más adelante. 
 
 
Análisis de la estructura secundaria. Dicroísmo Circular. 
 
Los espectros de la ANT(6)ΔHis en el ultravioleta lejano presentan también 
un comportamiento característico de α-hélice, con dos mínimos en la señal a 
~208 nm y ~222 nm y un máximo a ~192 nm (Figura 4.29). 
 
Figura 4.29. Espectros de DC a 25 ºC de la ANT(6)ΔHis. Los puntos rojos representan 
los datos experimentales y la línea continua los ajustes de los espectros teóricos 
calculados con los programas informáticos: a) CONTIN, b) CDSSTR, y c) SELCON3. 
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El cálculo de la contribución de los distintos tipos de estructura secundaria 
dio un 48.1% de α-hélice, muy similar al porcentaje obtenido para la ANT(6) 
(47.2%) (Tabla 4.5). 
 
Tabla 4.5. Porcentaje de cada elemento estructural calculado con los tres 
programas informáticos con su correspondiente media y desviación estándar. 
 CONTIN CDSSTR SELCON3 σ±x  
% α-hélice 47.2 47.5 49.6 48.1 ± 1.3 
% β-lámina 10.2 15.6 11.2 12.3 ± 2.9 
% Giros 15.3 14.6 16.1 15.3 ± 0.7 
% Desordenada 27.3 22.5 26.7 25.5 ± 2.6 
 
A continuación, realizamos estudios de estructura secundaria en presencia 
de magnesio. Aquí sí observamos un comportamiento claramente distinto con 
respecto a la proteína que mantenía la cola de histidinas. A concentraciones 
crecientes de dicho cofactor, no se observó la transición de α-hélice a β-lámina 
que obtuvimos en los ensayos de la ANT(6) si no que, además, el porcentaje 
de α-hélice aumenta de un 48.1% a un 57% en presencia de 10 mM de MgCl2, 
mientras que el porcentaje de β-lámina disminuye en un 3.7% (Figura 4.30). 
 
Figura 4.30. Espectros de DC de la ANT(6)ΔHis a 25 ºC en presencia de diferentes 
concentraciones de MgCl2 y media de los porcentajes calculados para cada tipo 
estructural. α= α-hélice, β= β-lámina, G= giros, D= estructura desordenada. 
 
%α      %β     %G     %D 
48.1    12.3    15.3    25.5 
55         9.2    13.3    23.1 
57         8.6    11.7    23.2 
57         8.6    12.6    22.9 
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Seguidamente, estudiamos el comportamiento la ANT(6)ΔHis frente a la 
temperatura a través de ensayos en el ultravioleta lejano (Figura 4.31). 
 
Figura 4.31. Espectros de DC de la ANT(6)ΔHis a diferentes temperaturas y media de 
los porcentajes calculados para cada tipo estructural. α= α-hélice, β= β-lámina, G= 
giros, D= estructura desordenada. 
 
En ellos podemos observar cómo a temperaturas crecientes, se va 
produciendo una transición de estructura secundaria de tipo α-hélice a β-
lámina. Así, pasamos de un 48.1% de α-hélice a 25 ºC, a un 34.5% a 70 ºC; y 
de un 12.3% de β-lámina a 25 ºC a un 20.3% a 70 ºC. 
La representación de la fracción molar de α-hélice y de β-lámina frente a la 
temperatura, nos permite determinar la temperatura a la cual la mitad de la 
estructura α-hélice se ha convertido en β-lámina, siendo esta temperatura de 
58.2 ºC (Figura 4.32). 
Esta temperatura es ligeramente superior a la calculada de la misma 
manera para la ANT(6) que es de 56 ºC, por lo que podríamos pensar que la 
ANT(6) ΔHis es ligeramente más termoestable que la ANT(6). 
%α      %β     %G     %D 
48.1    12.3    15.3    25.5 
56.7      8.5    13       22.8 
50       10.7    14.8    25.4 
43.1    13.7    17.7    26.9 
36       17.5    18.6    28.3 
34.5    20.3    19.4    26.2 
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Figura 4.32. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes temperaturas. 
 
Por último, llevamos a cabo el estudio del efecto conjunto de la presencia 
de magnesio y temperatura. Para ello realizamos ensayos en el ultravioleta 
lejano en las mismas condiciones que se habían usado para la ANT(6). 
Observamos que se da una transición de α-hélice a β-lámina y que existe un 
efecto mayor de la concentración de MgCl2 a medida que aumentamos la 
temperatura (Figura 4.33). 
 
Figura 4.33. Espectros de DC de la ANT(6)ΔHis a diferentes concentraciones de 
MgCl2 y temperaturas: a) 50 ºC, b) 55 ºC, y c) 60 ºC. 
 
En este caso los espectros obtenidos para cada ensayo se corresponden 
con los porcentajes hallados con cada programa de cálculo, que además tienen 
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un resultado muy similar tal como lo refleja el valor de desviación estándar 
(Tabla 4.6). 
A 50 ºC podemos ver que a una concentración de MgCl2 de 2.5 mM la 
proporción de α-hélice permanece prácticamente igual que en ausencia de 
Mg2+, y a 5 y 10 mM existe una pérdida de un 2% de α-hélice, por lo que la 
presencia de Mg2+ no tiene prácticamente efecto a 50 ºC (Tabla 4.6). En los 
ensayos efectuados a 55 ºC detectamos un efecto desestabilizador debido al 
Mg2+, ya que a concentraciones crecientes podemos observar cómo el 
porcentaje de α-hélice va disminuyendo significativamente, a la vez que 
aumenta el de β-lámina (Tabla 4.6). Así, la proporción de α-hélice pasa de un 
43.1% a 55 ºC en ausencia de Mg2+ a un 35.1% en presencia de 10 mM de 
MgCl2. En las mismas condiciones, la β-lámina pasa de un 13.6% a un 18.7%. 
Por último, en los estudios a 60 ºC también se da una sucesiva disminución del 
porcentaje de α-hélice y un aumento del de la β-lámina (Tabla 4.6). La α-hélice 
pasa de un 36% en ausencia de Mg2+ a un 22.2% en presencia de 10 mM de 
MgCl2. En las mismas condiciones, la β-lámina pasa de un 17.5% a un 26.5%. 
 
Tabla 4.6. Medias y desviaciones estándar de los porcentajes obtenidos para 
cada tipo estructural en cada una de las condiciones ensayadas. 
  0 mM 
MgCl2 
2.5 mM 
MgCl2 
5 mM 
MgCl2 
10 mM 
MgCl2 
T= 50 ºC % α-hélice 50 ±1.2 49.8 ±1.7 47.9 ±1.6 48.1 ±2.6 
 % β-lámina 10.7 ±1.6 11.1 ±1.7 14.7 ±2.2 13.9 ±2.1 
 % Giros 14.8 ±0.4 14.3 ±0.9 14.9 ±0.5 16.5 ±1.5 
 % Desordenada 25.4 ±2.1 25.4 ±1.9 23.9 ±1.9 22.7 ±3.2 
T= 55 ºC % α-hélice 43.1 ±1.0 41.8 ±1.3 40.8 ±2.4 35.1 ±5.3 
 % β-lámina 13.6 ±1.7 15.2 ±1.7 18.5 ±4.9 18.7 ±1.8 
 % Giros 17.7 ±0.7 16.8 ±0.8 17 ±0.3 19.9 ±3.0 
 % Desordenada 26.9 ±1.2 26.6 ±0.8 24.2 ±3.2 26.4 ±2.1 
T= 60 ºC % α-hélice 36 ±1.4 37.2 ±2.7 23.4 ±1.8 22.2 ±1.5 
 % β-lámina 17.5 ±0.6 19 ±3.3 25.2 ±1.1 26.5 ±1.5 
 % Giros 18.6 ±0.6 18.1 ±0.7 23.4 ±0.8 22.1 ±2.1 
 % Desordenada 28.3 ±0.5 26.3 ±1.1 29 ±1.1 28.9 ±1.3 
 
Al representar la fracción molar de α-hélice y de β-lámina frente a la 
temperatura para cada una de las concentraciones de MgCl2, encontramos que 
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las temperaturas a las cuales la mitad de la estructura tipo α-hélice se ha 
convertido en β-lámina son muy similares a la hallada frente a la temperatura 
en ausencia de magnesio (58.2 ºC), excepto en el caso de la presencia de 10 
mM de MgCl2 en el que si que parece que existe un efecto significativo de la 
presencia conjunta de temperatura y MgCl2. Las temperaturas obtenidas 
fueron: 59.4 ºC en los ensayos a 2.5 mM de MgCl2, 57.1 ºC en presencia de 5 
mM de MgCl2 y 54.6 ºC en presencia de 10 mM de MgCl2 (Figura 4.34). 
 
Figura 4.34. Representación de la fracción molar de α-hélice y β-lámina para 
diferentes concentraciones de MgCl2 y temperaturas: a) 2.5 mM MgCl2, b) 5 mM 
MgCl2, y c) 10 mM de MgCl2. 
 
 
Estudio de ultracentrifugación. 
 
Con el fin de comprobar que el comportamiento detectado de la 
ANT(6)ΔHis en los estudios de DC era debido a la presencia de los diferentes 
factores ensayados (MgCl2 y temperatura) y no a la existencia de agregados en 
la muestra, llevamos a cabo un ensayo de equilibrio de sedimentación en 
ausencia y presencia de MgCl2. 
a b 
c
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En el ensayo, detectamos un comportamiento claramente diferente al 
eliminar el fragmento de histidinas de la proteína. En este caso la proteína se 
comporta prácticamente como un dímero sin que se detecten la presencia de 
agregados tal como sucedía en el caso de la ANT(6). Por otra parte, no se 
observan diferencias en el comportamiento de la ANT(6)ΔHis en presencia o 
ausencia de MgCl2 (Figura 4.35). 
 
Figura 4.35. Ensayo de equilibrio de sedimentación de la ANT(6)ΔHis en ausencia y 
en presencia de 2.5 mM de MgCl2. Mw= Masa molecular aparente; Mw0=Masa 
molecular del monómero. 
 
A la vista de los resultados obtenidos por ultracentrifugación, el 
comportamiento que hemos detectado de la ANT(6)ΔHis no obedece a la 
presencia de agregados macromoleculares. 
 
 
- Modelización molecular de la ANT(6). 
 
La elucidación de la estructura tridimensional de proteínas es de suma 
importancia no sólo en el diseño de nuevos fármacos, sino que permite conocer 
ANT(6)ΔHis 
+ 2.5 mM MgCl2
Resultados y Discusión 
119 
a nivel molecular las interacciones entre proteínas, su mecanismo de acción y 
la relación entre estructura y propiedades funcionales. 
En cuanto a las diferentes familias de enzimas que modifican los 
antibióticos aminoglicósidos, la menos conocida estructuralmente es la familia 
de las adeniltransferasas, ya que en el momento de la realización de este 
trabajo sólo se conocía la estructura tridimensional de uno de sus enzimas, la 
ANT(4’) de Staphylococcus aureus (número de acceso del PDB: 1KNY). Por 
todo ello, el conocimiento de la estructura tridimensional de la ANT(6) podría 
ser de gran utilidad para el diseño de inhibidores de este enzima. 
Teniendo en cuenta que hemos sido capaces de clonar, sobre-expresar y 
purificar el enzima en gran cantidad y con un alto grado de pureza, nos 
planteamos realizar una colaboración con el grupo de la Dra. Isabel Usón del 
Instituto de Biología Molecular de Barcelona del CSIC para llevar a cabo su 
posible cristalización. Paralelamente y debido a la dificultad encontrada en la 
obtención de cristales de la proteína, nos propusimos la construcción de un 
modelo tridimensional para este enzima mediante modelización por homología, 
en colaboración con la Dra. Nuria Campillo del Instituto de Química Médica del 
CSIC. 
En este apartado se describe la búsqueda de un patrón estructural, así 
como la construcción de un modelo tridimensional de la ANT(6) mediante 
modelado por homología. 
 
1. Búsqueda de homólogos tridimensionales. 
 
La idea elemental de la que surge la modelización por homología se basa 
en el hecho de que todas las parejas de proteínas que presentan una 
homología mayor al 30% tienen estructura tridimensional similar (Sander y 
Schneider, 1991). De este modo se puede construir el modelo tridimensional de 
una proteína de estructura desconocida, partiendo de la semejanza de 
secuencia con proteínas de estructura conocida (Blundell et al., 1987). En caso 
de no presentar estas características se buscan homólogos remotos, tal como 
se detallará a continuación (Figura 4.36). 
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Figura 4.36. Esquema de la predicción computacional de la estructura tridimensional 
de una proteína. 
 
La búsqueda de proteínas homólogas a ANT(6) con estructura 
tridimensional conocida se realizó empleando el programa Ψ-BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool). Este programa compara una secuencia 
problema con una base de datos de proteínas de forma iterativa hasta 
encontrar todos los homólogos de la secuencia problema con estructura 
tridimensional conocida o desconocida. Desafortunadamente, la búsqueda 
realizada con la secuencia de la ANT(6) no generó ninguna proteína homóloga 
con estructura tridimensional conocida. 
 
 
2. Búsqueda de homólogos remotos (Reconocimiento del plegamiento o 
“threading”). 
 
Cuando no se encuentran homólogos para la secuencia diana y los 
porcentajes de identidad que se obtienen son demasiado bajos (inferiores al 
30%), no es posible realizar un buen alineamiento entre la secuencia problema 
Secuencia de aminoácidos de la proteína problema 
Búsqueda de secuencias por homología  
(Ψ-BLAST)
>30% 
Modelización molecular por 
Homología
<30% 
Modelización molecular por Homología 
remota 
Reconocimiento de plegamiento. 
Alineamiento 
Predicción 3D 
Estructura 3D Final  
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y el posible homólogo, por lo que no se puede aplicar con éxito el modelado por 
homología. 
En estos casos se emplean técnicas de reconocimiento del plegamiento o 
“threading”. Consiste en comparar la secuencia problema con diferentes 
plegamientos conocidos de proteínas y evaluar si existen semejanzas a nivel 
de estructura secundaria. Según el programa de reconocimiento del 
plegamiento que se utilice se pueden evaluar cosas diferentes: coincidencia de 
estructura secundaria, residuos en ambientes parecidos a como se encuentran 
en la base de datos, etc. 
 
2.1-Predicción de la estructura secundaria de la ANT(6). 
 
Determinamos la estructura secundaria de la ANT(6) mediante el uso del 
servidor JPRED, con el que obtuvimos una predicción de la estructura 
secundaria (Figura 4.37). 
 
ANT6      MRSEQEMMDIFLDFALNDERIRLVTLEGSRTNRNIPPDNFQDYDISYFVTDVESFKENDQ
Jnet
jhmm
jpssm
ANT6      WLEIFGKRIMMQKPEDMELFPPELGNWFSYIILFEDGNKLDLTLIPIREAEDYFANNDGL
Jnet
jhmm
jpssm
ANT6      VKVLLDKDSFINYKVTPNDRQYWIKRPTAREFDDCCNEFWMVSTYVVKGLARNEILFAID
Jnet
jhmm
jpssm
ANT6      HLNEIVRPNLLRMMAWHIASQKGYSFSMGKNYKFMKRYLSNKEWEELMSTYSVNGYQEMW
Jnet
jhmm
jpssm
ANT6      KSLFTCYALFRKYSK
Jnet
jhmm
jpssm
 
Figura 4.37. Predicción de la estructura secundaria de la ANT(6) con el servidor 
JPRED. Jnet: Predicción final; Jhmn: Predicción hmn (búsqueda de motivos que se 
conserven en la estructura); Jpssm: Predicción Ψ-BLAST (búsqueda iterativa en Ψ-
BLAST).           α-hélice,            β-lámina. 
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Podemos observar que la proteína presenta mayoritariamente motivos de 
estructura secundaria de tipo α-hélice. La determinación del porcentaje de cada 
tipo estructural se realizó con GOR IV, con el que se obtuvo un 31% de α-
hélice. Este resultado indica que el método de predicción subestima el 
contenido en α-hélice de la ANT(6), ya que con los datos obtenidos 
experimentalmente mediante estudios de dicroísmo circular hallamos un 47.2% 
de este tipo estructural. 
 
2.2-Búsqueda de homólogos remotos mediante predicción de plegamiento. 
 
Mediante los servidores 3D-PSSM, FUGUE y SAM-T99 llevamos a cabo la 
búsqueda de homólogos remotos mediante predicción de plegamiento. Con los 
plegamientos propuestos por cada servidor se hizo una clasificación en función 
de las veces que había sido predicho cada uno de ellos y del porcentaje de 
identidad con la secuencia problema. Los dos plegamientos más prometedores 
fueron dos transferasas: la proteína con número de acceso del PDB: 1PX5 
(Hartmann et al., 2003) cuya función biológica asignada es la de 
oligotransferasa y que presentó un 17% de identidad con la ANT(6), y la 
ANT(4’) (número de acceso del PDB: 1KNY) con un 15% de identidad y con la 
misma función biológica asignada que nuestra proteína. Descartamos la 1PX5 
al no presentar la misma función biológica, y continuamos la modelización 
utilizando como molde la ANT(4’) para llevar a cabo el alineamiento entre esta 
proteína y la ANT(6). 
 
2.3- Alineamiento de secuencias ANT(4’)-ANT(6). 
 
Con el programa CLUSTALW se realizó de forma automática el 
alineamiento de las dos adeniltransferasas, ANT(4’) y ANT(6). Posteriormente 
se modificó manualmente con el programa SEAVIEW. Para la modificación 
tuvimos en cuenta tanto el consenso en estructura secundaria de ambas 
secuencias como la conservación de motivos importantes para la función. En 
este sentido, las proteínas de la superfamilia de las nucleotidiltransferasas —
entre las que se encuentra la ANT(4’)— poseen una serie de residuos 
conservados responsables de la unión de ATP (Martin et al., 2000) (Tabla 4.7). 
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Tabla 4.7. Residuos conservados de unión a ATP en 
diferentes miembros de la superfamilia de las 
nucleotidiltransferasas. 
Proteína Residuos conservados 
1F5A Gly100, Ser102, Asp113, Asp115, Asp167 
1BPY Gly82, Ser83, Asp94, Asp96, Asp148 
1KNY Gly38, Ser39, Asp50, Glu52, Glu76 
1F5A= Poli(A) polimerasa bovina; 1BPY= ADN-polimerasa β 
de mamífero; 1KNY: 4’-adeniltransferasa de Staphylococcus 
aureus. 
 
A su vez, al estar resuelta la estructura tridimensional de la ANT(4’), se 
conocen los residuos de la proteína que interaccionan con el aminoglicósido 
kanamicina A y el análogo de ATP, AMPCPP (Pedersen et al., 1995) (Figura 
4.38). 
 
Figura 4.38. Posibles interacciones entre la ANT(4’) y los sustratos kanamicina A y 
AMPCPP a una distancia de 3.2 Å. Modificado de Pedersen et al., 1995. 
 
De hecho, se ha propuesto un mecanismo catalítico en el que el Glu145 
actúa como base que sustrae el protón al grupo hidroxilo en posición 4’ del 
anillo I de la kanamicina A, activando el aminoglicósido para el ataque 
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nucleófilo al fósfato α del nucleótido. Además, la proximidad de la Lys149 a uno 
de los oxígenos del fósforo α, podría aumentar el carácter electrófilo de éste, 
haciéndole más susceptible para el ataque nucleófilo (Pedersen et al., 1995). 
Todos estos datos los tuvimos en cuenta a la hora de refinar el alineamiento de 
ambas secuencias. 
En la Figura 4.39 se muestra el alineamiento de secuencia que se utilizó 
para la construcción del modelo tridimensional. Como se puede observar 
ambas proteínas presentan un gran consenso en los motivos de estructura 
secundaria, existiendo solo algunas zonas donde hay mayor divergencia, a la 
vez que se conservan residuos importantes para la unión al ATP. 
 
CLUSTAL X (1.64b) 
 
 
1KNY   MNGPIIMTREERMKIVHEIKERILDKYGDDVKAIGVYGSLGRQTDGP--YSDIEMMCVMS 
ANT6   --------MRSEQEMMDIFLDFALND--ERIRLVTLEGSRTNRNIPPDNFQDYDISYFVT 
                    :::. : :  *:.  : :: : : **  .:.  *  :.* ::  .:: 
 
1KNY   T-----------------------EEAEFSHEWTTGEWKVEVNFYSEEILLDYASQVESD 
ANT6   DVESFKENDQWLEIFGKRIMMQKPEDMELFPPELGNWFSYIILFEDGNKLDLTLIPIREA 
                               *: *:      . :.  : * . : *      :..  
 
1KNY    WPLTHGQFFSILPIYDSGGYLEKVYQTAKS------VEAQTFHDAICALIVEELFEYAGK 
ANT6    EDYFANNDGLVKVLLDKDSFINYKVTPNDRQYWIKRPTAREFDDCCNEFWMVSTYVVKGL 
             .:   :  : *...:::    . .         *: *.*.   : : . :   *  
 
1KNY    WRNIRVQGPTTFLPSLTVQVAMAGAMLIGLHHRICYTTSASVLTEAVKQSDLPSGYDHLC 
ANT6    ARNEILFAIDHLNEIVRPNLLRMMAWHIASQKGYSFSMGKNYKFMKR—-YLSNKEWEELM 
         **  : .   :   :  ::    *  *. ::  .:: . .        ..  . ::.*  
 
1KNY    QFVMSGQLSDSEKLLESLENFWNGIQEWTERH---GYIVDVSKRIPF--------- 
ANT6    STYSVNGYQEMWKSLFTCYALFRKYSKAVSEGLAYKYPDYDEGITKYTEGIYCSVK 
        .    .  .:  * * :   ::.  .: ...     *    .    :          
 
 
Figura 4.39. Alineamiento de secuencias de la 1KNY y la ANT(6). En color verde se 
muestra las α-hélices y en magenta las β-lámina. En color rojo están marcados los 
residuos conservados en la superfamilia de las nucleotidiltransferasas que unen ATP. 
 
Al analizar el alineamiento, y en función de los residuos de la ANT(4’) 
mencionados anteriormente, comprobamos que el Asp126 de la ANT(6) 
coincide en el alineamiento con un residuo clave de la ANT(4’): el Glu141, la 
Lys134 de la ANT(6) coincide con la Lys149 y el Glu75 coincide con el Glu93, 
los cuales podrían actuar como posibles residuos catalíticos. 
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3. Modelización de la estructura tridimensional de la ANT(6). 
 
Una vez disponemos de un alineamiento refinado, la modelización 
molecular de la ANT(6) se llevó a cabo con el programa MODELLER. Los 
modelos obtenidos fueron evaluados en función de la energía que presentaban. 
Aquellos con menor valor de energía se evaluaron tanto estereoquímica como 
energéticamente con PROCHECK y Verify3D respectivamente, a través de la 
representación de Ramachandran (Figura 4.40) y el perfil energético (Figura 
4.41) (Bowie et al., 1991; Lüthy et al., 1992). 
 
 
Residuos en regiones más favorables [A, B, L] (Rojo)                               73.5% 
Residuos en regiones permitidas [a, b, l, p] (Amarillo)                               18.2% 
Residuos en regiones ligeramente permitidas [~a, ~b, ~l, ~p] (Beige)         4.2% 
Residuos en regiones prohibidas (Blanco)                                                   3.5% 
Número de residuos de no glicina y prolina                                                 100% 
 
Figura 4.40. Representación de Ramachandran obtenida para la ANT(6). Los 
triángulos representan los residuos de glicina y los cuadrados el resto de residuos. 
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Figura 4.41. Perfil energético (en azul). Valor promedio de energía por residuo. La 
línea verde representa el máximo valor obtenido (0.53), comparable al valor promedio 
(0.76) del patrón 1KNY. 
 
El modelo tridimensional de la ANT(6) obtenido mediante modelización es 
dimérico y presenta un plegamiento tipo α-β similar al que tiene el patrón 
estructural que hemos utilizado, la ANT(4’) (Figura 4.42). Este modelo presentó 
un 55% de estructura de tipo α-hélice y un 13% de β-lámina, porcentajes muy 
similares a los obtenidos experimentalmente por dicroísmo circular (47.2% de 
α-hélice y 12.2% de β-lámina). 
 
 
Figura 4.42. Estructura de la ANT(6) obtenida por modelización molecular. 
 
En el año 2007, se depositó en el Protein Data Bank una estructura 
tridimensional de la ANT(6) de Bacillus subtilis (número de acceso del PDB: 
2PBE). Esta estructura se resolvió a 2.65 Å sin ningún sustrato, y se 
correspondía con un monómero (Figura 4.43). La estructura depositada 
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presentó un 47% de α-hélice y un 14% de β-lámina, porcentajes prácticamente 
iguales a los obtenidos por dicroísmo circular. 
 
 
Figura 4.43. Estructura tridimensional del monómero de ANT(6) obtenido por 
modelización molecular y el depositado en el Protein Data Bank. N-t= Extremo N-
terminal, C-t= Extremo C-terminal. 
 
Al comparar la estructura cristalográfica de la ANT(6) con el monómero de 
la obtenida por modelización molecular, podemos observar que son similares 
entre sí (Figura 4.43). Así, el extremo N-terminal presenta un dominio de tipo β-
lámina, mientras que el extremo C-terminal presenta un dominio de tipo α-
hélice. Sin embargo, al superponer las dos estructuras con PYMOL se observó 
que la desviación R.M.S. era muy alta (> 3 Å), lo que indica que el esqueleto 
carbonado de las dos estructuras es muy distinto. 
En el caso de la ANT(6) se ha podido comprobar la buena correlación 
existente entre los datos de estructura secundaria procedentes de técnicas de 
dicroísmo circular y aquellos obtenidos a partir de la estructura cristalográfica. 
Existe una mayor discrepancia entre el modelo tridimensional generado 
computacionalmente y los resultados de dicroísmo circular, pero debe 
considerarse que el modelo constituye sólo una aproximación teórica a la 
estructura, para la que no existía un homólogo con estructura conocida. 
 
N-t 
C-t 
2PBE 
N-t 
C-t 
Modelizada computacionalmente 
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- Caracterización cinética de la ANT(6). 
 
Efecto del pH en la actividad. 
 
Un estudio inicial del efecto del pH sobre la actividad del enzima nos mostró 
que la actividad aumentó hasta llegar a un máximo de 0.021 U·mg-1 a un pH 
óptimo de 7.5 (Figura 4.44). A pH 7.8 se detectó una disminución de la 
actividad a 0.012 U·mg-1, que se mantenía hasta un pH superior a 8. 
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Figura 4.44. Efecto del pH sobre la actividad. 
 
En el trabajo de Kono y colaboradores presentan un pH óptimo de 8.0 para 
el mismo enzima (Kono et al., 1987). Sin embargo, los ensayos enzimáticos se 
realizaron a un pH de 7.8 al igual que con la ANT(6) de C. acetoacidophilum 
(Jana y Deb, 2005), pH al que detectamos una bajada de actividad cercana al 
45% en nuestro caso. En la ANT(2’’)-I de K. pneumoniae, se halló un pH óptimo 
a un pH básico de 9.5, detectando una bajada en la actividad a pH 10.0 y una 
actividad nula por debajo de pH 6.0, por lo que todos los ensayos de actividad 
realizados posteriormente se hicieron a un pH de 9.0 (Van Pelt y Northrop, 
1984), así como los llevados a cabo para determinar el mecanismo cinético del 
enzima (Gates y Northrop, 1988a; Gates y Northrop, 1988b; Gates y Northrop, 
1988c). En el caso de la ANT(4’) de S. aureus, un estudio del efecto del pH 
revela que el óptimo es de 7.8, presentando a pH inferiores o superiores una 
pérdida brusca de actividad (Chen-Goodspeed et al., 1999). 
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En nuestro caso, el pH óptimo de 7.5 es muy similar a los determinados 
para las adeniltransferasas estudiadas, excepto para la ANT(2’’)-I de K. 
pneumoniae que es de 9.5. Además, aunque detectamos una bajada en la 
actividad de aproximadamente el 45% a pH 6.5 y 8.1, no es una pérdida total 
de ésta. Esto podría ser debido a que el sustrato natural de la ANT(6), la 
estreptomicina, posee en su estructura grupos guanidinios en lugar de aminos 
que es lo habitual en los antibióticos aminoglicósidos. Los grupos guanidinios 
tienen un pK de 12.5 y van a estar protonados en disolución, mientras que los 
grupos aminos de los aminoglicósidos poseen un pK entre 6.5 y 8. Así, 
variaciones más leves en el pH pueden dar lugar a una mayor pérdida de 
actividad en aquellos enzimas que tienen como sustratos aminoglicósidos con 
grupos amino en su estructura, mientras que en el caso de la ANT(6), ésta 
conserva un porcentaje de su actividad adeniltransferasa debido a la 
particularidad de la presencia de estos grupos guanidinios. 
 
 
Determinación de los parámetros cinéticos. 
 
Los parámetros cinéticos aparentes de la ANT(6) con respecto al sustrato 
ATP mostraron un comportamiento de tipo Michaelis-Menten (Figura 4.45), con 
una KM de 8.4·10-5 M. La kcat calculada fue 0.018 s-1, y se obtuvo una eficacia 
catalítica (kcat/KM) de 2.1·102 s-1·M-1 (Tabla 4.8). 
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Figura 4.45. Actividad de la ANT(6) a concentraciones crecientes de ATP. Los datos 
se ajustaron a una curva de tipo hiperbólico. En el inserto se muestra la representación 
secundaria de Hanes-Woolf. 
 
La ANT(6) mostró también un comportamiento michaeliano con respecto a 
la estreptomicina (Figura 4.46). La KM hallada fue 3.8·10-5 M, la kcat 0.032 s-1 y 
se obtuvo una eficacia catalítica (kcat/KM) de 8.4·102 s-1·M-1 (Tabla 4.8). 
 
 
Figura 4.46. Actividad de la ANT(6) a concentraciones crecientes de estreptomicina. 
Los datos se ajustaron a una curva de tipo hiperbólico. En el inserto se muestra la 
representación secundaria de Hanes-Woolf. 
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Tabla 4.8. Parámetros cinéticos aparentes de la ANT(6) para los 
sustratos estreptomicina y ATP. 
Sustrato KM (M) 
kcat 
(s-1) 
kcat/KM 
(s-1·M-1) 
Estreptomicina 3.8·10-5 0.032 8.4·102 
ATP 8.4·10-5 0.018 2.1·102 
 
En cuanto a la ANT(6) estudiada por Kono y colaboradores, se describió 
una KM para el sustrato estreptomicina de 8·10-5 M (Kono et al., 1987), que es 
del mismo orden de magnitud que la obtenida en nuestro caso. 
 
 
Efecto del magnesio en la actividad. 
 
Por otro lado, estudiamos el efecto del exceso de ión Mg2+ sobre la 
actividad del enzima. La máxima actividad se dio a una concentración de Mg2+ 
libre de 17 mM (Figura 4.47). Por encima de esa concentración no se detectó 
un aumento en la actividad ni tampoco un efecto inhibitorio, hasta una 
concentración de Mg2+ libre de 37 mM. 
[Magnesio]libre (mM)
0 10 20 30 40
A
ct
iv
id
ad
 (U
·m
g-
1 )
0,00
0,02
0,04
0,06
0,08
0,10
 
Figura 4.47. Efecto del magnesio libre sobre la actividad de la ANT(6). Todas las 
reacciones se realizaron a una concentración de 3 mM de ATP y entre 3 y 40 mM de  
MgCl2. 
 
Sólo existe un estudio similar con la ANT(4’) de S. aureus (Chen-
Goodspeed et al., 1999). En él se determinó la actividad máxima a una 
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concentración de Mg2+ libre de 2 mM y se observo un efecto inhibitorio a 
concentraciones superiores a 7 mM de Mg2+ libre. En el caso de otras 
adeniltransferasas, como la ANT(2’’)-I de K. pneumoniae y la ANT(2’’)-Ia de P. 
aeruginosa, la concentración de Mg2+ libre en el medio de reacción se fijó entre 
5 y 10 mM, aunque en ninguno de ellos realizaron un estudio para averiguar el 
efecto de la concentración de Mg2+ libre sobre la actividad del enzima (Gates y 
Northrop, 1988; Wrigth y Serpersu, 2005). 
En nuestro caso, observamos que para alcanzar la actividad máxima es 
necesaria una cantidad de magnesio mayor que la requerida para quelar el 
ATP. Algunos autores sugieren que esto podría ser debido a que el enzima 
necesitase dos moléculas de ión divalente para llevar a cabo su actividad: una 
que se uniese al ATP y la otra directamente al enzima (Wrigth y Serpersu, 
2005). Este fenómeno se ha observado en la estructura tridimensional de un 
enzima de la familia de las O-fosfotransferasas, la APH(3’)-IIIa (Burk et al., 
2001), aunque no se llevó a cabo un estudio del efecto del exceso de Mg2+ libre 
en la reacción. Sin embargo, en la estructura cristalográfica de la ANT(4’) de S. 
aureus, sólo se observa un ión divalente en cada centro activo de los dos 
monómeros (Sakon et al., 1993), aunque se determinó una concentración de 
Mg2+ libre de 2 mM para alcanzar la actividad máxima del enzima. En el caso 
de la ANT(6), serian necesarios más estudios para poder determinar más 
detalladamente el papel del Mg2+, aunque sí está claro que el magnesio libre 
está ejerciendo un efecto sobre la actividad del enzima. 
 
 
Efecto de diferentes iones divalentes en la actividad. 
 
Cuando se comparó la influencia en la actividad de los iones divalentes 
Ca2+, Mn2+y Mg2+, utilizando un pequeño exceso de ión libre (5 mM de la 
correspondiente sal y 3 mM de ATP), observamos que el MnCl2 daba lugar a la 
actividad más alta de todas. Así, la actividad obtenida con manganeso en estas 
condiciones fue cuatro veces mayor que la que se obtuvo con MgCl2 y ~10 
veces superior a la obtenida con CaCl2 (Tabla 4.9). 
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Tabla 4.9. Efecto de diferentes iones divalentesa sobre la 
actividad de la ANT(6). 
 CaCl2 MgCl2 MnCl2 
Actividad  
(U·mg-1) 0.007 0.02 0.08 
a La concentración de la correspondiente sal fue de 5 mM en 
cada caso. 
 
Debemos tener en cuenta que la actividad máxima con Mg2+ se alcanza a 
una concentración de ión libre mucho mayor que la utilizada en este ensayo. 
Aunque no podemos concluir el efecto exacto del ión Mn2+, los resultados 
obtenidos pueden indicar que la actividad máxima con este ión se alcance a 
concentraciones menores que en el caso del Mg2+ y que esto estuviera 
motivado por una interacción más fuerte del Mn2+ con el enzima (Wright y 
Serpersu, 2005). 
 
 
Determinación del mecanismo cinético. 
 
Nos propusimos averiguar el mecanismo cinético de la reacción bisustrato 
que cataliza el enzima ANT(6). Para ello, fijamos varias concentraciones de 
estreptomicina y a cada una de ellas se determinó la velocidad inicial a 
determinadas concentraciones de ATP. Las representaciones secundarias de 
Hanes-Woolf mostraron un patrón de líneas que convergen en el mismo punto 
del segundo cuadrante y que poseen una menor pendiente y ordenada en el 
origen a medida que aumenta la concentración del sustrato estreptomicina, 
indicando un mecanismo cinético de tipo secuencial (Figura 4.48). 
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Figura 4.48. Representación de Hanes-Woolf de las tres reacciones a 
concentraciones variables de ATP y concentraciones fijas de estreptomicina: (●) 2 mM 
de estreptomicina, (●) 1 mM de estreptomicina, y (●) 0.7 mM de estreptomicina. 
 
La ANT(6) de C. acetoacidophilum estudiada por Deb y colaboradores, 
sigue un mecanismo secuencial ordenado en el que el primer sustrato que se 
une al enzima es el Mg-ATP seguido de la estreptomicina. Los autores 
sugieren un mecanismo de tipo Theorell-Chance en el que el pirofosfato 
inorgánico sale del enzima antes de que se forme el producto AMP-
estreptomicina, cuya salida es la etapa limitante de la reacción (Jana y Deb, 
2005). No existen datos sobre este aspecto de la ANT(6) de B. subtilis 
estudiada por Kono y colaboradores. Tal como indicábamos en la Introducción 
de esta Memoria, tanto la ANT(4’) de S. aureus, como la ANT(2’’)-I de K. 
pneumoniae, también siguen un mecanismo cinético secuencial ordenado 
(Gates y Northrop, 1988a; Gates y Northrop, 1988b; Gates y Northrop, 1988c; 
Chen-Goodspeed et al., 1999). Mientras que en el caso de la ANT(4’) el primer 
sustrato que entra es el aminoglicósido, en la ANT(2’’)-I el primero en entrar es 
el Mg-ATP, al igual que en la ANT(6) estudiada por Deb y colaboradores. En 
nuestro caso, hemos encontrado que el mecanismo es de tipo secuencial, al 
igual que en el resto de adeniltransferasas estudiadas hasta la fecha. Para 
poder averiguar si la ANT(6) sigue un mecanismo secuencial ordenado o al 
azar, así como el sustrato que se une antes al enzima y el orden de salida de 
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los productos, tendríamos que llevar a cabo un estudio de inhibiciones por 
producto (Tabla 4.10), en el que según el patrón de inhibiciones detectadas se 
puede determinar el tipo de mecanismo. 
 
Tabla 4.10. Inhibiciones por producto en una reacción bisustrato. 
Mecanismo Sustrato variable 
Sustrato 
constantea Inhibidor 
Tipo de 
inhibición 
Secuencial A B Q Competitiva 
ordenado A B P Acompetitiva 
 B A Q Mixta 
 B A P No 
Competitiva 
Secuencial A B Q Competitiva 
al azar A B P Competitiva 
 B A Q Competitiva 
 B A P No 
Competitiva 
a El sustrato constante ha de estar a concentraciones saturantes. 
 
 
Estudios in vitro e in vivo de especificidad por el sustrato aminoglicósido. 
 
Los antibióticos aminoglicósidos que utilizamos en este estudio fueron: la 
neomicina B, de la familia de la 2-desoxiestreptamina disustituida en las 
posiciones 4 y 5; la neamina procedente de la hidrólisis de neomicina B; un 
aminoglicósido cuyo anillo central de aminociclitol no fuese la 2-
desoxiestreptamina, la espectinomicina; y el sustrato natural de la ANT(6), la 
estreptomicina (Figura 4.49). 
Los ensayos in vitro reflejaron que la ANT(6) era muy poco activa cuando el 
sustrato de la reacción era la neomicina B o la neamina, detectándose una baja 
formación de producto a las 24 h de reacción (Tabla 4.11). Las actividades 
obtenidas fueron tres órdenes de magnitud menor con respecto a la de la 
estreptomicina. En presencia de espectinomicina, no se detectó formación de 
producto. 
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Figura 4.49. Estructura de los antibióticos aminoglicósidos utilizados en los ensayos 
de especificidad de sustrato in vitro e in vivo. 
 
Tabla 4.11. Actividad in vitro de la 
ANT(6) con diferentes antibióticos 
aminoglicósidos. 
Aminoglicósido Actividad (U·mg-1) 
Estreptomicina 0.021 
Neomicina B 0.3·10-4 
Neamina 0.2·10-4 
Espectinomicina 0 
 
Así, parece que la ANT(6) exhibe una especificidad alta con respecto al 
antibiótico aminoglicósido estreptomicina, a diferencia de otras 
adeniltransferasas como la ANT(4’) que poseen una amplia especificidad por el 
aminoglicósido (Chen-Goodspeed et al., 1999). 
Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en la cepa control BL21(DE3) de E. 
coli y en la cepa recombinante BL21(DE3)/pET-aadk de E. coli que sobre-
expresa el enzima ANT(6). Con este tipo de ensayos podemos calcular la CMI, 
que es la menor concentración de antibiótico capaz de inhibir el crecimiento de 
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una cepa bacteriana. Así, la medida del crecimiento y viabilidad de la cepa 
recombinante en presencia de diferentes antibióticos nos indicará también 
cuales de ellos podrían ser sustrato de la ANT(6) in vivo (Tabla 4.12). 
 
Tabla 4.12. Actividad in vivo de diversos antibióticos 
aminoglicósidos expresada en valores de CMI en una cepa 
control y en la cepa que sobre-expresa la ANT(6). 
 
 
Tal como esperábamos, la estreptomicina actuó como un potente antibiótico 
en la cepa control (con una CMI de 5 µg/mL) y no presentó poder antibiótico en 
la cepa recombinante que sobre-expresa el enzima ANT(6), ya que ésta se 
encarga de adenilarlo y por lo tanto, desactivarlo. Así, en el caso de la cepa 
recombinante necesitamos concentraciones altas de antibiótico para poder ver 
una reducción en el crecimiento del cultivo bacteriano (>200 µg/mL). La 
neomicina B también actuó como un antibiótico efectivo ante la cepa control 
con una CMI de 2 µg/mL, pero parte de esta acción antibiótica la pierde en la 
cepa que sobre-expresa la ANT(6) ya que en este caso posee una CMI de 50 
µg/mL, por lo que se podría estar siendo adenilada una pequeña cantidad de 
neomicina B. En los ensayos in vitro, se detectó una baja formación de 
producto cuando el sustrato era la neomicina B, y por experimentos de RMN se 
detectó unión del antibiótico a la proteína (Corzana et al., 2005). La neomicina 
B posee un grupo hidroxilo en la posición 6 de su anillo II, que sería susceptible 
de ser adenilado. La neamina presentó una débil acción antibiótica en la cepa 
control (CMI de 50 µg/mL) y un efecto nulo sobre la cepa recombinante (CMI 
>400 µg/mL). La diferencia del valor de CMI entre los dos tipos de cepas se 
podría deber a que en presencia de ANT(6), la neamina podría estar siendo 
adenilada. La neamina mantiene el anillo II de la neomicina B, por lo que 
CMI (μg/mL) 
BL21(DE3) BL21(DE3)/ pET-aadk 
Aminoglicósido 
Estreptomicina 
Neomicina B 
Neamina 
Espectinomicina 
5 
2 
50 
 10 
 >200 
 50 
>400 
10 
Resultados y Discusión 
138 
también sería susceptible de ser adenilada en esa misma posición. Por último, 
la espectinomicina actuó como antibiótico en la cepa control (CMI de 10 
µg/mL), aunque no es tan potente como la estreptomicina y la neomicina B. En 
la cepa recombinante mantuvo su acción antibiótica, por lo que, al igual de lo 
que ocurria in vitro, no parece ser sustrato de la ANT(6). 
 
 
Estudios de reconocimiento molecular y especificidad por el nucleótido. 
 
A continuación, se evalúo el proceso de reconocimiento del nucleótido por 
la ANT(6) mediante experimentos de RMN en colaboración con el grupo del Dr. 
Juan Luis Asensio del Instituto de Química Orgánica General del CSIC 
(Corzana et al., 2005). Los datos obtenidos con ATP y AMP revelaron que 
ambos eran reconocidos por el enzima, pero éste tenía una mayor afinidad por 
el ATP, por lo que la molécula de trifosfato podría contribuir a la estabilidad del 
complejo. 
Para realizar un estudio más detallado del modo de unión del nucleótido a la 
proteína se realizaron experimentos de STD-RMN (Meyer y Peters, 2003). En 
un experimento de STD (Diferencia de Transferencia de Saturación) se pueden 
identificar las señales del ligando que están más afectadas por la transferencia 
de saturación debido a la presencia de la proteína y así determinar qué 
protones del ligando están en contacto con el sitio de unión a ésta. Los 
ensayos de STD-RMN sugieren una forma de unión muy similar para el ATP y 
el AMP y se detectaron dos zonas que intervienen en el proceso de unión a la 
proteína: la molécula de trifosfato y el anillo de adenina. Este tipo de estudio se 
llevó a cabo con otros nucleótidos con el fin de determinar la especificidad del 
enzima. De ellos se puede deducir que la ANT(6) reconoce el GTP con la 
misma afinidad que por el ATP, y que en el caso de los nucleótidos CTP y UTP 
existe también un cierto reconocimiento pero mucho más débil. 
Al evaluar la actividad enzimática con estos nucleótidos, se detectó 
formación de producto en el caso de las reacciones con GTP y ATP tras 2 h de 
reacción. Sin embargo, en presencia de CTP y UTP en las mismas condiciones 
de ensayo sólo se pudo detectar producto tras un periodo de 24 h y con un 
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exceso de ANT(6). De acuerdo con estos datos, la ANT(6) muestra preferencia 
por nucleótidos trifosfato que poseen una base de purina (adenina o guanina). 
 
 
• Recuperación de la actividad antibiótica de la estreptomicina. 
 
- Estudios de reconocimiento molecular de la estreptomicina. 
 
Debido a que en el momento de realizar este trabajo no existía información 
sobre la estructura detallada de ninguna 6- adeniltransferasa, ya fuese por 
RMN o difracción de rayos-X, nuestro grupo de investigación se planteó como 
un primer paso en la comprensión de los requisitos estructurales para la 
interacción del enzima con el antibiótico, el estudio conformacional del 
antibiótico estreptomicina (Figura 4.50) tanto en estado libre, como 
acomplejado con el enzima ANT(6). Éstos se llevaron a cabo por métodos de 
RMN y de dinámica molecular. A su vez, se analizó el posible epítopo de 
reconocimiento para el antibiótico y con experimentos de STD-RMN. Este 
trabajo se llevó a cabo en colaboración con el grupo del Dr. Juan Luis Asensio 
(Corzana et al., 2005). 
 
 
Figura 4.50. Estructura del antibiótico estreptomicina 
 
El análisis de la conformación libre de la estreptomicina en disolución 
mostró que los dos enlaces glicosídicos están caracterizados por la presencia 
de dos conformaciones mayoritarias denominadas A y B para el enlace entre la 
unidad de estreptidina y la estreptosa, y A’ y B’ para el enlace entre la 
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estreptosa y la glucosamina (Figura 4.50). Las fluctuaciones conformacionales 
entre los dos enlaces glicosídicos están fuertemente correlacionadas. Así, la 
transición A→B o B→A para el enlace entre la estreptidina y la estreptosa, va 
acompañada de la transición A’→B’ o B’→A’ respectivamente, para el enlace 
entre la estreptosa y la glucosamina. Así, la estructura de la estreptomicina en 
disolución está caracterizada por la presencia de dos conformaciones 
mayoritarias denominadas A/A’ y B/B’ con unas poblaciones de 40-45% y 50-
60% respectivamente (Figura 4.51). 
 
Figura 4.51. Representación esquemática de las dos familias de conformaciones 
mayoritarias presentes en la estreptomicina en disolución.  
 
Al observar que la estreptomicina es bastante flexible en disolución, el 
siguiente paso del estudio fue averiguar si alguna de estas conformaciones es 
la que reconoce el enzima ANT(6), por lo que se determinó la estructura que 
adoptaba el antibiótico en complejo con la ANT(6). Tal como se esperaba, la 
flexibilidad en la conformación de la estreptomicina se reduce al unirse a la 
proteína, y la conformación que presenta unida al enzima ANT(6) es parecida a 
la conformación B/B’. Para realizar un estudio más detallado del modo de unión 
del antibiótico a la proteína se realizaron experimentos de STD-RMN. A lo largo 
de la molécula de estreptomicina existe transferencia de saturación significativa 
en regiones muy concretas que comprenden el anillo de estreptosa (posiciones 
2’, 3’ y 4’), la posición 1’’ de la glucosamina y los protones H1 y H6 de la unidad 
de estreptidina (Figura 4.52). Esto era de esperar, ya que la posición 6 es la 
A/A’ (40-45%) B/B’ (50-60%) 
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que modifica el enzima y por lo tanto debe estar en contacto muy próximo con 
el centro activo. 
 
Figura 4.52. Señales de STD-RMN más significativas de la estreptomicina en 
complejo con la ANT(6). 
 
 
- Obtención y caracterización de estreptidina. 
 
Al observar que es la molécula de estreptidina la que forma el epítopo de 
reconocimiento del centro activo, nos planteamos su obtención con el fin de 
averiguar si se podría comportar como un posible sustrato o inhibidor del 
enzima ANT(6). Si esta hipótesis resultaba cierta, podríamos utilizar este 
compuesto con el objetivo de recuperar la actividad antibiótica de la 
estreptomicina frente a una cepa resistente. 
La obtención de estreptidina se realizó mediante hidrólisis ácida del 
antibiótico estreptomicina (Peck et al., 1946) (Figura 4.53). 
La estreptidina se obtuvo como un precipitado blanco de gran pureza con 
un rendimiento de la reacción del 40%. La identidad del producto fue 
inequívocamente establecida mediante espectrometría de masas (Figura 4.54) 
y 1H-RMN. 
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Figura 4.53. Hidrólisis ácida de la estreptomicina. 
 
 
Figura 4.54. Espectro de masas de la identificación de estreptidina tras la hidrólisis 
ácida de estreptomicina. 
 
 
- Estudio in vitro de la estreptidina y determinación de los parámetros 
cinéticos. 
 
Como hemos mencionado anteriormente, habíamos establecido que la 
estreptidina era capaz de interaccionar con el enzima ANT(6). Por lo tanto, para 
determinar si la estreptidina era un inhibidor del enzima o podía ser utilizado 
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como sustrato, llevamos a cabo en primer lugar la reacción de adenilación 
utilizando este compuesto como aceptor (Figura 4.55). 
 
 
Figura 4.55. Reacción de adenilación de la estreptidina catalizada por la ANT(6). 
 
Después de 48 h de reacción, pudimos identificar un producto de reacción 
que fue identificado como AMP-estreptidina por espectrometría de masas 
(Figura 4.56), 1H-RMN y 13C-RMN. 
 
 
Figura 4.56. Espectro de masas del análisis del producto de reacción de la 
estreptidina con la ANT(6). 
 
Así, la estreptidina actúa como un sustrato de la ANT(6) aunque sólo 
pudimos identificar el producto en unas condiciones de reacción con un exceso 
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de enzima y tras un largo tiempo, por lo que en un principio, la estreptidina no 
sería tan buen sustrato como la estreptomicina. 
A continuación hallamos los parámetros cinéticos aparentes de la ANT(6) 
con respecto a la estreptidina. Los datos muestran un comportamiento de tipo 
Michaelis-Menten (Figura 4.57) con una KM de 6·10-4 M. La kcat hallada fue 
7.5·10-4 s-1 y se obtuvo una eficacia catalítica (kcat/KM) de 1.2 s-1·M-1 (Tabla 
4.13). 
 
 
Figura 4.57. Actividad de la ANT(6) a concentraciones crecientes de estreptidina. Los 
datos se ajustaron a una curva de tipo hiperbólico. En el inserto se muestra la 
representación secundaria de Hanes-Woolf. 
 
En comparación con los parámetros obtenidos para la estreptomicina, 
podemos ver que la ANT(6) tiene menor afinidad por la estreptidina que por su 
sustrato natural, tal como podemos determinar por el valor de KM. La eficacia 
catalítica es dos órdenes de magnitud inferior, por lo que la estreptidina es peor 
sustrato que la estreptomicina para la ANT(6) (Tabla 4.13). 
 
Tabla 4.13. Parámetros cinéticos aparentes de la ANT(6) con 
respecto a la estreptomicina y estreptidina. 
Sustrato KM (M) 
kcat 
(s-1) 
kcat/KM 
(s-1·M-1) 
Estreptidina 6·10-4 7.5·10-4 1.2 
Estreptomicina 3.8·10-5 3.2·10-2 8.4·102 
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- Estudios in vivo de la estreptidina y de la administración conjunta de 
estreptomicina y estreptidina. 
 
Tal como hemos mencionado en la Introducción de esta Memoria, una 
aproximación para revitalizar antibióticos ya conocidos es la inhibición de los 
mecanismos de resistencia bacterianos permitiendo que el antibiótico pueda 
actuar de nuevo. Existen varios ejemplos de este tipo de “terapia combinada”, 
pero ninguno de ellos en el grupo de los antibióticos aminoglicósidos. Ahora 
bien, el compuesto que presumimos podría ser un inhibidor —la estreptidina— 
había resultado ser sustrato del enzima. ¿Era posible entonces trasladar la 
propuesta anteriormente descrita al caso concreto de la pareja 
estreptomicina/estreptidina?. 
Desde 1973 se conoce que determinados xilopiranósidos (xilosa unida a 
aglicones hidrofóbicos) son capaces de “cebar” la síntesis de los aminoglicanos 
(Okayama et al., 1973). Estos autores introdujeron el término de “aceptor 
trampa” para designar a aquellos compuestos que siendo sustratos de un 
determinado enzima son capaces de inhibir una ruta metabólica, 
distinguiéndoles de los inhibidores que engloban compuestos que no son 
modificados por el enzima. Estos compuestos se popularizaron posteriormente 
como inhibidores de la síntesis de proteoglicanos ya que al “cebar”, actuando 
como aceptores trampa, la síntesis de los aminoglicanos, su acción resultaba 
en la inhibición de la biosíntesis de proteoglicanos sulfatos de coindritina y 
heparano (Esko et al., 1994). 
Dado que la estreptidina era sustrato del enzima ANT(6), decidimos estudiar 
si podría actuar in vivo como un aceptor trampa, de forma que al administrarla 
conjuntamente con la estreptomicina la ANT(6) “estuviera ocupada” 
modificando la estreptidina y por lo tanto, permitiendo la recuperación de la 
actividad antibiótica de la estreptomicina (Figura 4.58). 
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Figura 4.58. Esquema de la recuperación de la actividad antibiótica de la 
estreptomicina en presencia de estreptidina en cepas que sobre-expresan el enzima 
ANT(6). 
 
En primer lugar, nos planteamos si la estreptidina actuaba o no como 
antibiótico. Para ello calculamos su CMI para la cepa control BL21(DE3). Los 
resultados mostraron que la estreptidina no ejercía acción antibiótica al no 
detectarse disminución en el crecimiento bacteriano, ya que el valor de CMI fue 
superior a 400 µg/mL. También se analizó su actividad en la cepa 
BL21(DE3)/pET-aadk que sobre-expresa la ANT(6) y, como era de esperar 
comprobamos que en este caso tampoco mostraba actividad antibiótica (Tabla 
4.14). 
 
Tabla 4.14. Actividad in vivo de la estreptomicina y la estreptidina 
expresada en valores de CMI en cada caso. 
 
a Valor de CMI para la estreptomicina en presencia de 50 µg/ mL de 
estreptidina. 
b Valor de CMI para la estreptomicina en presencia de 400 µg/ mL de 
estreptidina. 
 
Al administrar de forma conjunta la estreptomicina y la estreptidina, 
observamos que en la cepa control la estreptomicina posee la misma acción 
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antibiótica que en ausencia de estreptidina (5 µg/mL). En la cepa recombinante 
que sobre-expresa ANT(6) obtuvimos que la estreptomicina recuperaba en 
parte su acción antibiótica al estar presente la estreptidina (Tabla 4.14). Así, la 
CMI de la estreptomicina para la cepa BL21(DE3)/pET-aadk bajaba de >200 
µg/mL a sólo 50 µg/mL cuando se administraba junto con 50 µg/mL de 
estreptidina. Esta bajada de la CMI de la estreptomicina —y por lo tanto 
recuperación de su actividad antibiótica— fue dependiente de la concentración 
de estreptidina, de forma que cuando la concentración del “aceptor trampa” se 
aumentó a 400 µg/mL, la CMI de la estreptomicina frente a la cepa que sobre-
expresaba el enzima ANT(6) bajó a 10 µg/mL, restableciéndose casi por 
completo la actividad antibiótica que posee la estreptomicina frente a la cepa 
control (CMI= 5 µg/mL). 
La recuperación de actividad no fue completa a pesar de administrar una 
gran cantidad de estreptidina en el medio de cultivo. Además, la relación 40:1 
de estreptidina:estreptomicina necesaria para recuperar la actividad antibiótica 
de la estreptomicina, es inferior a la diferencia que hay entre kcat/KM de ambas 
(más de dos ordenes de magnitud). Esto podría ser debido a que la presencia 
de estreptidina y/o AMP-estreptidina limitase la tasa de reacción con 
estreptomicina. Así, podemos suponer que la estreptidina actúa como un 
“aceptor trampa” de la ANT(6), permitiendo que la estreptomicina se una a su 
diana ribosomal y recupere la actividad antibiótica en aquellas cepas que han 
desarrollado resistencia debida a la modificación enzimática del aminoglicósido. 
Este resultado puede ser el inicio de la síntesis de nuevos compuestos 
basados en la estructura química de la estreptidina como unidad mínima que 
sean mejores sustratos de la ANT(6) que ésta e incluso mejores que la 
estreptomicina. De esta manera podremos disponer de compuestos que actúen 
como aceptores trampa o como inhibidores a bajas concentraciones. 
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos llevado a cabo la obtención 
y caracterización bioquímica de un enzima modificador de antibióticos 
aminoglicósidos, la 6-adeniltransferasa de Bacillus subtilis ssp. subtilis. 
El sistema de expresión utilizado nos permitió obtener toda la proteína 
sobre-expresada en la fracción soluble. Tras llevar a cabo la purificación por 
IMAC se obtuvo la ANT(6) con una pureza del 85% y una eficacia catalítica de 
2.1 102 s-1·M-1. El espectro de fluorescencia indica que el microambiente de los 
triptófanos en la ANT(6) debido al plegamiento de la proteína es 
significativamente hidrofílico. 
Los estudios realizados utilizando dicroísmo circular nos mostraron que se 
trataba de una proteína con un alto contenido de α-hélice y un menor contenido 
de β-lámina en su estructura secundaria. La presencia de iones divalentes 
(Mg2+, Ca2+ y Mn2+) provoca una transición de estructura de α-hélice a β-lámina 
que es más marcada con MnCl2. 
En los estudios de desnaturalización térmica en ausencia de magnesio o en 
presencia de altas concentraciones del ión divalente, se observa una transición 
entre dos estados. Sin embargo, a bajas concentraciones de MgCl2, se detecta 
la presencia de un intermedio en el proceso de desnaturalización que podría 
estar relacionado con la desnaturalización de un dominio de la proteína. 
Experimentos en el ultravioleta lejano a distintas temperaturas en presencia de 
MgCl2, así como de autoagregación y de equilibrio de sedimentación, podrían 
indicar que la proteína presenta una tendencia alta a formar agregados de alto 
peso molecular. En los estudios de equilibrio de sedimentación, el tamaño de 
los agregados disminuye a medida que se aumenta la concentración de MgCl2. 
La presencia de la cola de histidinas en la proteína ANT(6) no afecta a su 
estructura secundaria ni a su eficacia catalítica, mientras que la confiere cierta 
estabilidad térmica. El estudio por equilibrio de sedimentación mostró que su 
comportamiento es independiente de la presencia de MgCl2, y que se aproxima 
al de un dímero por lo que los procesos de agregación parecen estar mediados 
por la cola de histidinas. 
La construcción del modelo tridimensional teórico de la ANT(6) se llevó a 
cabo por homología remota utilizando como molde la 4’-adeniltransferasa de 
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Staphylococcus aureus. Al comparar el modelo teórico con la estructura de la 
ANT(6) depositada con posterioridad en el PDB (2PBE), observamos que 
ambas presentan un dominio de tipo α-hélice en el extremo C-terminal y un 
dominio β-lámina en el extremo N-terminal, siendo el porcentaje de estructura 
secundaria de las dos muy similar al obtenido por dicroísmo circular. Sin 
embargo, poseían esqueletos carbonados muy diferentes. 
La caracterización cinética de la ANT(6) nos mostró que la proteína seguía 
un mecanismo cinético de tipo secuencial, un pH óptimo de 7.5, y una actividad 
máxima cuando la concentración de Mg2+ libre era de 17 mM. La actividad 
enzimática varía según el ión divalente utilizado como cofactor. Así, utilizando 
un exceso de 2 mM de diferentes iones divalentes (Mg2+, Ca2+, Mn2+) la mayor 
actividad nucleotidiltransferasa se obtenía con MnCl2. 
La ANT(6) tiene una alta especificidad por el antibiótico estreptomicina, a 
diferencia de lo que ocurre con el nucleótido trifosfato, aunque muestra una 
mayor preferencia por aquellos que poseen una base púrica frente a 
pirimidínica. 
La estructura de la estreptomicina en disolución se estudió por RMN y 
dinámica molecular caracterizándose por la presencia de dos poblaciones 
mayoritarias. Los estudios de reconocimiento molecular de la ANT(6) con el 
sustrato estreptomicina muestran que la conformación que fija el enzima es 
sólo una de ellas y que el epítopo de reconocimiento está formado 
fundamentalmente por la unidad de estreptidina. 
La estreptidina es sustrato del enzima ANT(6), con una eficacia catalítica 
dos ordenes de magnitud inferior a la que posee el enzima por su sustrato 
natural. Estudios in vivo con este compuesto muestran que la estreptidina no 
posee actividad antibiótica en una cepa control, ni en aquella que sobre-
expresa ANT(6). 
Al administrar conjuntamente estreptidina y estreptomicina hemos 
recuperado con éxito la actividad antibiótica in vivo del antibiótico. La 
estreptidina actúa como un “aceptor trampa” de la ANT(6), y la recuperación de 
la actividad es dependiente de la concentración de estreptidina. 
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